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AI Vzdrževanje primernega ionskega in osmotskega ravnotežja je za normalno aktivnost 
možganov ključnega pomena. Astrociti se na spremembe v zunajcelični osmolarnosti 
odzovejo s hitrimi spremembami celičnega volumna. Mehanizem uravnavanega zmanjšanja 
volumna (angl. regulatory volume decrease; RVD) je pomemben pri preprečevanju 
poškodb celic, ki nabrekajo, saj vodi v normaliziranje celičnega volumna. Pri nabrekanju in 
sprožitvi RVD so v astrocitih udeleženi akvaporini 4 (AQP4), in sicer je bil fenomen RVD 
potrjen pri izooblikah AQP4a (M1) in AQP4c (M23). V doktorski disertaciji smo raziskali 
celično lokalizacijo in vpliv izražanja še neraziskanih izooblik AQP4, in sicer AQP4b, 
AQP4d in AQP4e, na uravnavanje celičnega volumna osamljenih podganjih astrocitov v 
hipoosmotskih razmerah. Spremembe celičnega volumna smo merili z barvilom 
sulforodamin 101. Rezultati so pokazali, da ima AQP4e pomembno vlogo pri nabrekanju in 
uravnavanju celičnega volumna astrocitov. Vpliv AQP4d na nabrekanje celic je bil znatno 
manjši, kot v primeru AQP4e, poleg tega AQP4d ni vplival na RVD. AQP4b ni imel 
neposredne vloge v uravnavanju celičnega volumna astrocitov pri do 10-minutni 
izpostavljenosti hipoosmotskim razmeram. AQP4 se v celični membrani združujejo v 
ortogonalne skupke (angl. orthogonal arrays of particles; OAP). Izražanje izooblik AQP4b 
in AQP4d v astrocitih je povzročilo zmanjšanje gostote OAP-jev, hkrati pa je izražanje 
AQP4d povzročilo povečanje OAP-jev. Pokazali smo, da sta AQP4b in AQP4d v astrocitih 
v znotrajcelični obliki, torej je njun vpliv na uravnavanje celičnega volumna astrocitov in 
reorganizacije OAP-jev posreden. V isoosmotskih razmerah je bila gostota OAP-jev nižja v 
razmerah povečanega izražanja AQP4b in AQP4d, medtem ko je bila gostota OAP-jev 
višja v razmerah povečanega izražanja AQP4e. V hipoosmotskih razmerah se je značilno 
spremenila gostota OAP-jev le v razmerah povečanega izražanja AQP4e, ne pa AQP4b in 
AQP4d. Hipoosmotske razmere so imele vpliv na razporeditev AQP4b in AQP4d le v 
zgodnjih endosomih, v katerih se je povečal delež obeh izooblik. Pri do 10-minutni 
izpostavitvi hipoosmotskim razmeram AQP4b in AQP4d nista vplivala na volumen 
Golgijevega aparata in lizosomov. Pokazal pa se je vpliv AQP4b na povečanje zgodnjih 
endosomov po daljši izpostavitvi hipoosmotskim razmeram. Hipoosmotske razmere tudi 
niso vplivale na hitrost potovanja mešičkov z AQP4b in AQP4d, in s tem povezanim 
znotrajceličnim prerazporejanjem AQP4b in AQP4d. Zadnje raziskave so pokazale vlogo 
lipidnih splavov pri uravnavanju aktivnosti AQP4. Z uporabo označevalca mCherry-D4, ki 
se veže na holesterolne domene, smo potrdili prisotnost AQP4 v lipidnih splavih. Preverili 
smo, ali bi ketamin lahko vplival na prerazporejanje holesterolnih domen v celični 
membrani. V celični membrani astrocitov je povzročil povečanje gostote lipidnih splavov, 
v fibroblastih pa povečanje površin lipidnih splavov. Dokazali smo vpliv ketamina na 
uravnavanje domen z visoko vsebnostjo holesterola v celični membrani astrocitov, kar bi 
lahko odsevalo robustni antidepresivni učinek tega zdravila. 
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AB Proper functioning of the brain is dependent on the regulation of ionic and osmotic 
gradients. Astrocytes respond to changes in extracellular osmolarity with rapid changes in 
volume. Regulatory volume decrease (RVD) is important in preventing damage in swelling 
cells, as it leads to the normalization of their volume. Aquaporin 4 (AQP4) has essential 
role in cell swelling as well as in RVD in astrocytes, as it was described for AQP4a (M1) 
and AQP4c (M23) isoforms. We investigated the localization of yet unexplored AQP4 
isoforms AQP4b, AQP4d in AQP4e and assesed their role in the regulation of cell volume 
of rat astrocytes in hypoosmotic conditions. Changes in cell volume were detected by 
sulforhodamine 101 dye. The results showed that AQP4e plays an important role in the 
swelling and cell volume regulation of astrocytes. AQP4d had a significantly smaller effect 
on cell swelling than AQP4e and did not affect RVD. AQP4b had no direct role in cell 
volume regulation of astrocytes in hypoosmotic conditions in the timeframe of 10 minutes. 
In the plasma membrane AQP4 aggregates into orthogonal arryas of particles (OAPs). The 
overexpression of AQP4b and AQP4d resulted in decreased density of OAPs, and at the 
same time, overexpression of AQP4d resulted in an increase of the OAPs size. We showed 
that isoforms AQP4b and AQP4d are intracellular, therefore they exert an indirect effect on 
astrocyte volume regulation and OAPs reorganization. Overexpression of AQP4b and 
AQP4d in isoosmotic conditions decreased density of OAPs, while overexpression of 
AQP4e increased density of OAPs. In hypoosmotic conditions only overexpression of 
AQP4e affected the density of OAPs in the plasma membrane, but not overexpression of 
AQP4b and AQP4d. Hypoosmotic conditions affected the distribution of AQP4b and 
AQP4d only in early endosomes, where the percentage of both isoforms increased. AQP4b 
and AQP4d did not affect the volume of the Golgi apparatus and lysosomes within a 10-
minute exposure to the hypoosmotic conditions. However, the increase in the size of early 
endosomes, observed in AQP4b transfected cells, has been demonstrated after prolonged 
exposure to hypoosmotic conditions. Hypoosmotic conditions also did not affect the speed 
of the vesicle mobility of AQP4b and AQP4d-laden vesicles and the related intracellular re-
allocation of AQP4b and AQP4d. Recent studies have shown the role of lipid rafts in the 
regulation of AQP4 activity. Using the mCherry-D4 probe, which binds to cholesterol 
domains, we confirmed the presence of AQP4 in lipid rafts. We tested whether ketamine 
could influence the redistribution of cholesterol domains in the plasma membrane. 
Ketamine caused an increase in the density of lipid rafts in the astrocytes' plasma 
membrane, and an increase in size of lipid rafts in fibroblasts. We have confirmed that 
ketamine affects the high cholesterol-containing domains in plasma membrane in 
astrocytes, which could reflect the robust antidepressant effect of this medication. 
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ROI površina podvržena analizi (ang. region of interest) 
RPM obrati na minuto (ang. rounds per minute) 
RVD uravnavano zmanjšanje celičnega volumna (ang. regulatory volume  
 decrease) 
SIM  mikroskopija s strukturirano osvetlitvijo vzorca (ang. structured 
illumination microscopy) 
SR101 sulforodamin 101 
TRPC kanal TRPC (ang. transient receptor potential canonical channels) 
VGLUT1 vezikularni transporter za glutamat (ang. vesicular glutamate 
transporter 1) 
1 
Lisjak M. Vloga akvaporina 4 v uravnavanju volumna astrocitov. 
 Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
1 UVOD 
 
Vzdrževanje ionskega in osmotskega ravnotežja je pomembno za nemoteno delovanje 
možganov. Prostor okrog nevronov v sivini možganov je zelo omejen in večinoma 
zapolnjen s celicami glije, ki tesno obdajajo nevrone. Že majhne spremembe v volumnu 
zunajceličnega prostora lahko vplivajo na koncetracijo ionov in primarnih sporočevalcev, 
kar vpliva posledično na vzdražnost nevronov, s tem pa tudi na prenos in obdelavo živčnih 
signalov (Strange, 1992; Amiry-Moghaddam in Ottersen, 2003). Mehanizmi, ki omogočajo 
hitro prerazporejanje vode med različnimi možganskimi deli, so zato ključni. Slednji so 
izrednega pomena tudi v primeru patoloških stanj, ki privedejo do otekanja možganov, tj. 
možganskega edema. Zaradi tesne lege možganov med lobanjskimi kostmi imajo ti omejen 
prostor za širjenje, če pride do njihovega otekanja, kar vodi v zvečanje intrakranialnega 
tlaka in ojača patološki proces, ker se s tem zmanjša perfuzija možganovine. Na 
spremembe v osmolarnosti so zelo občutljivi astrociti, ki so številčne celice glije (Simard 
in Nedergaard, 2004; Potokar in sod., 2016). Astrociti so edine celice v osrednjem 
živčevju, ki se na spremembe v osmolarnosti hitro odzovejo s spremembami celičnega 
volumna (Risher in sod., 2009; Potokar in sod., 2016), in sicer ob znižani zunajcelični 
osmolarnosti začnejo hitro nabrekati (Olson in sod., 1986). Nabrekanju sledijo mehanizmi, 
ki vodijo v uravnavano zmanjšanje celičnega volumna (angl. regulatory volume decrease; 
RVD) (Olson in sod., 1986; Pasantes-Morales in sod., 2006). Znanje o molekulskem 
mehanizmu RVD je še posebej pomembno z vidika patologij v osrednjem živčevju, ki 
povzročijo motnje v osmotskem ravnovesju in privedejo do možganskega edema 
(Papadopoulos in sod., 2004; Saadoun in Papadopoulos, 2010). Ena glavnih beljakovin, 
odgovorna za proces RVD v astrocitih, je akvaporin 4 (AQP4) (Benfenati in sod., 2011), ki 
je preferenčno izražena v astrocitih (Nielsen in sod., 1997). Akvaporini so 
transmembranske beljakovine, ki omogočajo hitrejši transport vode skozi celične 
membrane (Denker in sod., 1988; Preston in sod., 1992). Najpogostejši tip vodnih kanalov 
v možganih je AQP4 (Jung in sod., 1994b). Nahaja se predvsem na izrastkih astrocitov, ki 
obdajajo kapilare ali so v bližini možganske ovojnice žilnice (Nielsen in sod., 1997). 
Razporeditev AQP4 okrog žil odraža vlogo, ki jo imajo pri prerazporejanju vode v 
možganih v fizioloških in patoloških razmerah (Nagelhus in Ottersen, 2013). V podganjih 
astrocitih je bilo odkritih šest izooblik AQP4: AQP4a-f (Jung in sod., 1994b; Moe in sod., 
2008). Najbolj raziskani sta izoobliki M1 (AQP4a) in M23 (AQP4c). Prisotni sta v celični 
membrani (Jung in sod., 1994b; Yang in sod., 1996; Furman in sod., 2003; Crane in sod., 
2008) in pomembno vplivata na transport vode skozi celično membrano astrocitov 
(Silberstein in sod., 2004). Vloga ostalih izooblik pri transportu vode v astrocitih ostaja 
povsem neznana. Za izoobliki AQP4b in AQP4d je bilo predvideno, da se pojavljata 
predvsem znotrajcelično in najverjetneje ne prevajata vode skozi celične membrane (Moe 
in sod., 2008). AQP4e pa je najverjetneje prisoten v celični membrani astrocitov (Potokar 
in sod., 2013a) in prevaja vodo skozi celične membrane (Moe in sod., 2008; Fenton in 
sod., 2010). Ali je AQP4e udeležen v mehanizmih uravnavanja celičnega volumna, ni 
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znano. Eden izmed načinov uravnavanja gostote AQP4 v celični membrani poteka s 
transportom mešičkov z AQP4 do celične membrane. V patoloških stanjih, ki privedejo do 
hipoosmotskih razmer, se je prehodno povečala mobilnost mešičkov z AQP4e (Potokar in 
sod., 2013a). Kakšna je mobilnost mešičkov z AQP4b in AQP4d, še ni raziskano. 
 
Namen doktorske disertacije je bil raziskati vpliv izražanja izooblik AQP4b, AQP4d in 
AQP4e na mehanizem uravnavanja celičnega volumna v podganjih astrocitih, ki se sproži 
v hipoosmotskih razmerah. Preučili smo lokalizacijo AQP4b in AQP4d v znotrajceličnih 
predelkih in vpliv hipoosmotskih razmer na prerazporejanje AQP4b in AQP4d, ter na 
transport mešičkov z AQP4b in AQP4d. 
 
V doktorski disertaciji smo si zastavili naslednje hipoteze: 
1) APQ4e vpliva na spremembo volumna astrocitov v hipoosmotskih razmerah, AQP4b 
in AQP4d pa ne. 
2) V hipoosmotskih razmerah se razporeditev izooblik AQP4b in AQP4d spreminja v 
znotrajceličnih predelkih, kot so Goglijev aparat in lizosomi. 
3) Hipoosmotske razmere vplivajo na mobilnost z membrano obdanih mešičkov, ki 
transportirajo AQP4b in AQP4d. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Lobanjsko votlino odraslega človeka, s povprečnim volumnom ~ 1,4 l, zapolnjujejo 
različni kompartmenti, napolnjeni s tekočino: kri (~ 100 ml), možgansko-hrbtenjačna 
tekočina (~ 100 ml), znotrajcelični prostori možganovine (~ 1,1 l) in zunajcelični prostor 
(~ 100 ml) (Tait in sod., 2008). Kar 80 odstotkov mase možganov predstavlja voda (Tait in 
sod., 2008), ki se prerazporeja med različnimi deli možganov, ter se izmenjuje med 
možganovino in krvjo ali možgansko-hrbtenjačno tekočino (MacAulay in Zeuthen, 2010). 
Prehajanje vode med različnimi deli možganov je dobro uravnavano, saj je vodno in ionsko 
ravnotežje ključnega pomena za normalno delovanje osrednjega živčevja. Ta regulacija je 
v primeru patoloških stanj lahko motena, kar vodi v nastanek možganskega edema (Klatzo, 
1967; Papadopoulos in sod., 2005) ali hidrocefalusa (Dandy in Blackfan, 1914). Slednje 
povzroči spremembo v koncentraciji elektrolitov in volumnu zunajceličnega prostora, kar 
kritično spremeni fiziološko aktivnost osrednjega živčevja (Hrabetova in sod., 2002; 
Somjen in sod., 2002; Benfenati in Ferroni, 2010; MacAulay in Zeuthen, 2010). 
 
Možgani so sestavljeni iz dveh glavnih celičnih tipov, nevronov in celic glije. Celična 
membrana nevronov je električno vzdražna, omogoča prenašanje električnih signalov v 
obliki akcijskih potencialov (Allen in Barres, 2009). V celicah glije, ki niso vzdražne 
celice, pa poteka komunikacija s sekundarnimi obveščevalci (t.i. citoplazemska 
vzdražnost) (Vardjan in Zorec, 2015; Zorec in sod., 2015). Celice glije obdajajo nevrone in 
vzdržujejo njihovo normalno delovanje, podpirajo nevrotransmisijo, vzdržujejo ionsko 
ravnotežje in omogočajo hiter prenos signalov (Allen in Barres, 2009). Delimo jih v dva 
glavna razreda: mikroglijo (fagociti) in makroglijo (v možganih so to astrociti, 
oligodendrociti, ependimske celice in radialna glija (Simard in Nedergaard, 2004; 
Verkhratsky in Nedergaard, 2018)). Celice glije v možganih so tesno povezane s 
sosednjimi celicami (Reichenbach, 1989; Parpura in sod., 2012). Dejstvo, da so astrociti v 
stiku z nevroni, žilami in ependimskimi celicami, ki obdajajo možgansko-hrbtenjačno 
tekočino, nakazuje na njihovo vlogo pri vzdrževanju ionskega in vodnega ravnotežja 
(Benfenati in Ferroni, 2010). 
 
 
2.1 ASTROCITI 
 
Astrociti so številčen in morfološko raznolik tip celic glije v osrednjem živčevju 
(Verkhratsky in Butt, 2007). V človeških možganih predstavljajo 20–40 % vseh celic glije 
(Pelvig in sod., 2008; Verkhratsky in Nedergaard, 2018). So dobro prilagojeni na lokalno 
okolje, kar se najlažje opazi v morfoloških razlikah, na podlagi katerih lahko astrocite 
razdelimo v različne tipe. Največji skupini predstavljajo protoplazemski astrociti, ki so 
razširjeni v sivi možganovini, in vlaknati (fibrilarni) astrociti v beli možganovini. 
Obstajajo še številne manjše populacije specializiranih astrocitov, ki so prisotne v 
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specifičnih regijah osrednjega živčevja, kot so velatni astrociti, interlaminarni astrociti, 
taniciti in drugi (Verkhratsky in Butt, 2007; Nimmerjahn, 2009). Pomembna morfološka 
značilnost vseh astrocitov je izražanje intermediarnih filamentov, ki tvorijo pomemben del 
citoskeleta (Verkhratsky in Butt, 2007). Glavni beljakovini, ki tvorita intermediarne 
filamente v astrocitih sta glijska fibrilarna kisla beljakovina (GFAP; Eng in sod., 1971; 
Bignami in sod., 1972) in vimentin (Dahl in sod., 1981). Druga pomembna značilnost 
astrocitov je, da tvorijo številne izrastke, ki izhajajo iz centralnega dela in nekaterim 
astrocitom dajejo zvezdasto obliko, lahko pa so tudi drugih oblik (Verkhratsky in Butt, 
2007). Z izrastki astrociti tvorijo različne povezave; povezujejo se med seboj in z drugimi 
celicami glije, nevroni ter endotelijskimi celicami (Geren, 1954; Choi in Lapham, 1976; 
Hertz, 1979; Janzer in Raff, 1987; Reichenbach, 1989; Verkhratsky in Butt, 2007; Parpura 
in sod., 2012). Astrociti z izrastki obdajajo večino sinaps v sivini osrednjega živčevja 
(Wenzel in sod., 1991; Simard in Nedergaard, 2004), iztezajo pa se tudi proti drugim 
okoliškim strukturam, kot so bazalna lamina in možganski ventrikli, ki so napolnjeni z 
možgansko-hrbtenjačno tekočino (Reichenbach, 1989; Parpura in sod., 2012). 
 
V možganski sivini so astrociti organizirani na poseben način tako, da vsak posamezen 
astrocit nadzira svoj tridimenzionalni anatomski prostor (Slika 1). Prekrivanje sosednjih 
astrocitov je minimalno (Bushong in sod., 2002), astrociti pa se med sabo povezujejo le z 
najbolj oddaljenimi izrastki (Verkhratsky in Butt, 2007).  
 
 
 
Slika 1: Razporeditev astrocitov v možganski sivini. (Verkhratsky in Butt, 2007) 
Shematska slika prikazuje razporeditev astrocitov vzdolž krvnih žil v možganski sivini. Astrociti se 
povezujejo s sosednjimi celicami z najbolj oddaljenimi izrastki. Prekrivanje sosednjih astrocitov pa je 
minimalno. 
Figure 1: Distribution of astrocytes in the gray matter. (Verkhratsky and Butt, 2007) 
A schematic drawing shows the distribution of astrocytes along blood vessels in the grey matter. Astrocytes 
contact with adjacent cells by the most distal processes. The overlap between neighbouring astrocytes is 
minimal. 
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Izrastki astrocitov kažejo visoko stopnjo morfološke plastičnosti, saj se lahko razširijo v 
zelo tanke strukture, lamelopodije in filopodije (Kosaka in Hama, 1986; Mason in sod., 
1988). Te strukture so dinamične in se lahko razširijo ali skrčijo s hitrostjo nekaj µm na 
minuto (Verkhratsky in Butt, 2007). Astrociti s takšno razporeditvijo razdelijo možgansko 
sivino v ločene domene (Bushong in sod., 2002), katerih elementi (nevroni, sinapse, žile) 
so povezani prek izrastkov protoplazemskih astrocitov. Izrastki astrocitov imajo številne 
receptorje na membranah, ki so v stiku z nevroni, sinapsami in endotelijskimi celicami, ter 
tako zaznavajo njihovo aktivnost (Verkhratsky in Butt, 2007). Signali, ki aktivirajo 
receptorje v astrocitih, se lahko razširijo po citoplazmi in dosežejo tudi bolj oddaljena 
mesta domen. Poleg tega so izrastki posameznih astrocitov med sabo povezani s 
presledkovnimi stiki (Brightman in Reese, 1969; Dermietzel, 1974; Massa in Mugnaini, 
1982), ki omogočajo, da se signali hitreje prenašajo med celicami (Verkhratsky in Butt, 
2007). 
 
Astrociti so najpomembnejši celični tip za vzdrževanje homeostaze v osrednjem živčevju 
(Verkhratsky in Parpura, 2014). Opravljajo raznovrstne funkcije, pomembne za razvoj in 
delovanje možganov, udeleženi pa so tudi v številnih patoloških stanjih. Astrociti 
oskrbujejo nevrone z energijo in substrati (Banker, 1980), ki so potrebni za prenos signalov 
med nevroni (Tsacopoulos in Magistretti, 1996). V sinapsah odstranjujejo odvečne živčne 
prenašalce (Hertz, 1979). Udeleženi so tudi pri tvorbi sinaps in uravnavanju njihove 
aktivnosti, pri čemer je pomembna obojestranska komunikacija z nevroni (Palacios-Prü in 
sod., 1979; Nägler in sod., 2001; Pfrieger in Barres, 1997; Chung in sod., 2013). Astrociti 
uravnavajo pretok krvi v možganih preko izrastkov, s katerimi so povezani z 
endotelijskimi celicami (Paulson in Newman, 1987; Zonta in sod., 2003). V možganih je 
prisotnost astrocitov zelo pomembna za razvoj žil, ki se zaradi izločanja regulatornih 
faktorjev iz astrocitov, razvijejo drugače kot žile zunaj osrednjega živčevja (Janzer in Raff, 
1987; Verkhratsky in Butt, 2007). Povezave med izrastki astrocitov in endotelijskimi 
celicami so pomembne tudi za regulacijo izražanja receptorjev, ionskih in drugih kanalov 
(kalijevi kanali, akvaporini) v membrani astrocitov (Verkhratsky in Butt, 2007). V 
izrastkih astrocitov se nahajajo številni receptorji, transporterji in kanali, ki so pomembni 
za komunikacijo med astrociti in endotelijskimi celicami ter uravnavajo izmenjavo snovi 
med žilami in astrociti. Predvsem so izrastki astrocitov bogati z glukoznimi transporterji, 
kalijevimi kanali (Kir4.1) in akvaporini (AQP4) (Hibino in sod., 2004; Morgello in sod., 
1995; Nielsen in sod., 1997; Verkhratsky in Butt, 2007). V primeru povečane aktivnosti 
nevronov, astrociti pošljejo signale endotelijskim celicam žil za povečanje krvnega pretoka 
(Zonta in sod., 2003; Filosa in sod., 2006) in s tem pride do povečanega dovajanja kisika in 
glukoze v aktivne regije možganov. Astrociti nato prenesejo kisik in glukozo iz žil do 
nevronov (Rouach in sod., 2008; Allen in Barres, 2009). Glukozo pretvorijo v laktat in jo v 
obliki laktata prenesejo do nevronov (Pellerin in Magistretti, 1994; Pellerin in sod., 1998). 
Sposobni so tudi omejiti učinek živčnih prenašalcev in posredovati pri njihovi razgradnji in 
ponovni uporabi v nevronih (Bergles in Jahr, 1997; Allen in Barres, 2009; Perdan in sod., 
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2009). Vsak astrocit ima vsaj en izrastek povezan z žilo, kar mu omogoča izmenjavo snovi 
med krvjo in svojim območjem (Verkhratsky in Butt, 2007). Astrociti so torej zelo 
kompleksne celice, ki se odzivajo na različne stimuluse. Ena izmed njihovih glavnih 
funkcij pa je, da uravnavajo vodno in ionsko ravnotežje, s čimer optimizirajo medcelični 
prostor za prenos signalov v sinapsah (Simard in Nedergaard, 2004). Pri tem pa so 
pomembni kalijevi kanali in akvaporini (Verkhratsky in Butt, 2007). 
 
 
2.2 ZNAČILNOSTI AKVAPORINOV 
 
Voda lahko prehaja celične membrane direktno skozi lipidni dvosloj, kar pa je počasen 
proces, ki ga ni mogoče uravnavati (Amiry-Moghaddam in Ottersen, 2003). Prehajanje 
vode skozi membrane omogočajo tudi membranski prenašalci, kot so K+/Cl- (KCC; 
Zeuthen, 1994), Na
+
/K
+
/2Cl
-
 (NKCC1; Hamann in sod., 2005), glutamatni prenašalec 
(EAAT1; MacAulay in sod., 2001) in drugi (MacAulay in Zeuthen, 2010). Transport vode 
skozi membranske prenašalce je aktiven in lahko poteka proti osmotskemu gradientu. 
Akvaporini so vodni kanali, ki omogočajo uravnavano in hitro prehajanje vode skozi 
celične membrane v smeri osmotskih gradientov (Preston in sod., 1992; Meinild in sod., 
1998; Amiry-Moghaddam in Ottersen, 2003). Prisotni so v številnih organizmih, od 
mikrobov, do rastlin, nevretenčarjev in vretenčarjev. Med seboj se razlikujejo po 
prepustnosti in razširjenosti v različnih tkivih, v katerih opravljajo različne vloge pri 
uravnavanju vodnega ravnotežja (King in sod., 2004). 
 
2.2.1 Strukturne značilnosti akvaporinov 
 
Akvaporini so integralne membranske beljakovine (Denker in sod., 1988; Agre in sod., 
1993), ki so v membranah prisotni kot homotetrameri (Smith in Agre, 1991; King in sod., 
2004). Posamezni monomeri so veliki od 26 (AQP7) do 34 kDa (AQP4) (Amiry-
Moghaddam in Ottersen, 2003). Vsak monomer je zgrajen iz šestih transmembranskih 
heliksov α, povezanih s petimi zankami (A-E) (Preston in Agre, 1991; Jung in sod., 1994a; 
Slika 2). V sredini posameznih monomerov je oblikovan kanal, skozi katerega prehaja 
voda (Shi in sod., 1994; Amiry-Moghaddam in Ottersen, 2003). Zanki B in E sta 
hidrofobni in vsebujeta konservativni regiji iz aminokislin asparagin-prolin-alanin (NPA), 
ki oblikujeta ozko poro, skozi katero prehaja voda in daje akvaporinom značilno obliko 
peščene ure (Jung in sod., 1994a; Walz in sod., 1997; Nagelhus in Ottersen, 2013; Potokar 
in sod., 2016). 
 
Zaradi posebne zgradbe akvaporinov lahko skozi akvaporine selektivno prehajajo 
posamezne molekule vode, ena za drugo (Murata in sod., 2000). Osrednji kanal vsakega 
monomera je širok le 2,8 Å (Tani in sod., 2009), s čemer je onemogočeno prehajanje 
večjih molekul. Regija okrog zoožene pore vsebuje ostanke arginina, ki preprečujejo 
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prehajanje protoniranim molekulam vode in drugim kationom (de Groot in Grugmüller, 
2001). Pozitivno nabiti dipoli okrog osrednjega dela kanala pa blokirajo prehajanje 
protonov in povzročijo reorientacijo molekul vode (Murata in sod., 2000; King in sod., 
2004; Nagelhus in Ottersen, 2013). V akvaporinu tvorijo štirje monomeri še peti ozki 
kanal, ki poteka skozi center skupka in je večinoma hidrofoben (Kreida in Törnroth-
Horsefield, 2015). Nekatere raziskave so pokazale, da lahko skozenj prehajajo plini, še 
posebej CO2 (Wang in sod., 2007). 
 
 
 
Slika 2: Zgradba akvaporina 4. (Potokar in sod., 2016) 
AQP4 je zgrajen iz šestih transmembranskih heliksov α (1-6), povezanih s petimi zankami (A-E). Zanki B in 
E vsebujeta regiji NPA (Asn-Pro-Ala), ki oblikujeta ozko poro, skozi katero prehaja voda. 
Figure 2: Structure of aquaporin 4. (Potokar et al., 2016) 
AQP4 is composed of six transmembrane α-helices (1-6), interconnected by five loops (A-E). Loops B and E 
contain NPA motifs (Asn-Pro-Ala), which form an aqueous pore. 
 
 
2.2.2 Delitev akvaporinov 
 
Pri sesalcih je bilo do sedaj odkritih 13 tipov akvaporinov (Potokar in sod., 2016). Glede 
na njihovo prepustnost, ki večinoma sovpada s specifičnim aminokislinskim zaporedjem, 
jih delimo v dve glavni skupini (King in sod., 2004). V skupino akvaporinov, ki so 
prepustni le za vodo, spada večina akvaporinov (AQP0, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, 
AQP6 in AQP8). Skozi AQP6 in AQP8 prehajajo poleg vode tudi druge snovi (anioni, 
urea), a sta v to skupino uvrščena na podlagi analiz zaporedja (Ma in sod., 1997; Yasui in 
sod., 1999; King in sod., 2004). Druga skupina so akvagliceroporini (AQP3, AQP7, AQP9 
in AQP10), ki so prepustni tudi za druge majhne snovi, predvsem glicerol (King in sod., 
2004). Med zadnje odkritimi akvaporini v sesalcih sta AQP11 in AQP12, za katera še ni 
jasno, katere snovi prepuščata (Ishibashi in sod., 2000; Huber in sod., 2012). 
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2.3 AKVAPORINI V OSREDNJEM ŽIVČEVJU 
 
V osrednjem živčevju je bila potrjena prisotnost osmih akvaporinov (Filippidis in sod., 
2017): AQP1, AQP3, AQP4, AQP5, AQP7, AQP8, AQP9 in AQP11, izmed katerih sta 
AQP1 in AQP4 najbolj razširjena. V astrocitih se izražajo trije tipi akvaporinov: AQP1, 
AQP4 in AQP9 (Nielsen in sod., 1997; Badaut in sod., 2001; Satoh in sod., 2007; Potokar 
in sod., 2016). 
AQP1 so v možganih najprej odkrili v epitelnih celicah horoidnega pleteža (Bondy in sod., 
1993). Ima pomembno vlogo pri tvorjenju možgansko-hrbtenjačne tekočine (Oshio in sod., 
2005; Potokar in sod., 2016). AQP1 je bil odkrit tudi v astrocitih, v katerih se pri človeku 
izraža predvsem ob pojavu raznih nevropatoloških stanj, kot so multipla skleroza, 
Alzheimerjeva bolezen in druge (Satoh in sod., 2007; Misawa in sod., 2008; Potokar in 
sod., 2016). AQP4 se izraža predvsem v astrocitih, ki so v stiku s kapilarami in možgansko 
ovojnico pio, prisoten pa je tudi v ependimskih celicah (Nielsen in sod., 1997). Ima 
pomembno vlogo v uravnavanju vodnega ravnotežja v možganih (Nagelhus in Ottersen, 
2013). AQP9 se izraža v ependimskih celicah, ki obdajajo možganske ventrikle, v tanicitih, 
astrocitih, endotelijskih celicah žil, v pia ovojnici in kateholaminergičnih nevronih (Elkjaer 
in sod., 2000; Badaut in sod., 2001, 2004; Potokar in sod., 2016). AQP9 spada v skupino 
akvagliceroporinov (Ko in sod., 1999) in je udeležen v uravnavanju vodnega ravnotežja in 
energijskega metabolizma (Badaut in sod., 2001, 2012). Najverjetneje izboljša izločanje 
laktata in glicerola iz zunajceličnega prostora, prispeva pa tudi pri prehajanju vode med 
možganovino in subarahnoidnim prostorom (Tsukaguchi in sod., 1998; Badaut in sod., 
2004; Potokar in sod., 2016). V astrocitih je pomemben za privzemanje glicerola (Badaut 
in sod., 2012; Potokar in sod., 2016). 
 
 
2.4 IZRAŽANJE, STRUKTURNE ZNAČILNOSTI IN FUNKCIJE AKVAPORINA 4 
 
2.4.1 Izražanje akvaporina 4 
 
AQP4 je najbolj razširjen tip akvaporinov v možganih, ki so tudi njegovo glavno mesto 
izražanja (Jung in sod., 1994b; Nielsen in sod., 1997). Drugače je prisoten tudi v mrežnici, 
šarenici, ciliarniku, pljučih, ledvicah, debelem črevesu, želodcu, žlezah slinavkah in 
solznih žlezah, Cortijevem organu in skeletnih mišicah (Potokar in sod., 2016). V 
možganih je AQP4 najbolj prisoten v astrocitih, izraža se pa tudi v ependimskih celicah, ki 
obdajajo možganske ventrikle (Nielsen in sod., 1997). Pojavlja se predvsem v astrocitih na 
območjih subarahnoidnega prostora, možganskih ventriklov in žil ter v supraoptičnem 
jedru in subfornikalnem organu (Nielsen in sod., 1997). Odkrit je bil tudi v izrastkih 
astrocitov, ki so v stiku s sinapsami (Nielsen in sod., 1997; Badaut in sod., 2000). 
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2.4.2 Izooblike akvaporina 4 
 
V podganjih astrocitih so odkrili šest izooblik AQP4: AQP4a (M1), AQP4b, AQP4c 
(M23), AQP4d, AQP4e (Mz), AQP4f (Jung in sod., 1994b; Moe in sod., 2008). Izooblike 
se med seboj razlikujejo v velikosti, razporeditvi v celici, sposobnosti prevajanja vode in 
tvorjenja ortogonalnih skupkov (Potokar in sod., 2016). 
 
Prvi odkriti in najbolj raziskani sta izoobliki M1 in M23 (Jung in sod., 1994b), ki so ju 
kasneje preimenovali v AQP4a in AQP4c (Moe in sod., 2008). V možganih je najbolj 
razširjena krajša izooblika AQP4c, sledi ji izooblika AQP4a (Neely in sod., 1999). 
Osnovne izooblike, ki so sposobne prevajati vodo so AQP4a (34 kDa), AQP4c (32 kDa) in 
AQP4e (38 kDa), ostale izooblike, AQP4b (28 kDa), AQP4d (26 kDa) in AQP4f (33 kDa), 
pa so njihove variante alternativnega spajanja (Moe in sod., 2008; Potokar in sod., 2016). 
Dosedanje raziskave so pokazale, da so AQP4b, AQP4d in AQP4f izključno znotrajcelične 
izooblike, ki ne prevajajo vode. Zanje je značilno, da jim manjka ekson 2, zaradi česar 
imajo samo štiri transmembranske helikse α namesto šestih, ter nimajo zanke D (Moe in 
sod., 2008). Zanka D naj bi bila ključna pri stabilizaciji tetramerne oblike AQP4 (Hiroaki 
in sod., 2006; Potokar in sod., 2016). 
 
Posamezne izooblike imajo različno razporeditev v celicah. AQP4a in AQP4c sta 
večinoma locirana v celični membrani na izrastkih astrocitov, ki so v stiku z žilami (Rash 
in sod., 1998; Neely in sod., 1999; Potokar in sod., 2016). V primarnih kulturah astrocitov 
se takšna polarizirana razporeditev izgubi. AQP4a in AQP4c sta razširjena po celotni 
membrani astrocitov, pojavljata pa se tudi znotrajcelično (Crane in sod., 2008). V celičnih 
membranah astrocitov je prisotna tudi izooblika AQP4e (Moe in sod., 2008; Potokar in 
sod., 2013a), nahaja pa se tudi v Golgijevem aparatu, lizosomih in endosomih (Potokar in 
sod., 2013a; Potokar in sod., 2016). AQP4b, AQP4d in AQP4f so najverjetneje izključno 
znotrajcelične izooblike, za katere je bilo pokazano, da so prisotne v Golgijevem aparatu 
(Moe in sod., 2008). V primarnih kulturah astrocitov je AQP4d tudi prisoten v Golgijevem 
aparatu in v lizosomih (Potokar in sod., 2013a). Med drugim so Potokar in sod. (2013a) 
pokazali, da je tudi AQP4d verjetno prisoten v celični membrani. Te rezultate pa bo 
potrebno preveriti, ker so bili poskusi izvedeni s konfokalno mikroskopijo, ki ima slabšo 
ločljivosti po osi z (~ 500 nm), in lahko zato odražajo le prisotnost AQP4 na celičnih 
predelkih blizu celične membrane. Vloga znotrajceličnih izooblik AQP4 tako ostaja še 
nejasna. Izooblike AQP4 se med seboj razlikujejo tudi po sposobnosti tvorjenja 
ortogonalnih skupkov, in sicer jih lahko samostojno tvori le AQP4c (Silberstein in sod., 
2004; Nagelhus in Ottersen, 2013). 
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2.4.3 Ortogonalni skupki 
 
Ortogonalni skupki so večje, z elektronskim mikroskopom razpoznavne kot pravokotne 
strukture v celičnih membranah, v katere se povezujejo AQP4 (Yang in sod., 1996; 
Verbavatz in sod., 1997) in ki se pojavljajo v različnih tkivih (sapnik, ciliarnik, ledvice, 
želodec, črevo, živčevje) (Potokar in sod., 2016). V osrednjem živčevju je največ 
ortogonalnih skupkov prisotnih na izrastkih astrocitov, ki so ob žilah in pod ovojnico pio 
(Rash in sod., 1998). Specifične molekulske interakcije na ravni posameznih molekul 
omogočajo izoobliki AQP4c povezovanje v ortogonalne skupke, medtem ko se AQP4a in 
AQP4e lahko povezujeta v ortogonalne skupke le skupaj z AQP4c (Silberstein in sod., 
2004; Crane in Verkman, 2009; Rossi in sod., 2011). Najverjetneje lahko ortogonalni 
skupki vsebujejo vse tri izooblike, AQP4a, AQP4c in AQP4e. Pri skupnem izražanju 
AQP4a in AQP4c so ortogonalni skupki manjši, kot če so zgrajeni le iz AQP4c (Furman in 
sod., 2003; Potokar in sod., 2016), in sicer se AQP4a vgradi na obrobju ortogonalnega 
skupka (Rossi in sod., 2012). Velikost ortogonalnih skupkov je tako določena z razmerjem 
med izooblikami (Furman in sod., 2003; Wolburg in sod., 2011). Domneva se, da 
ortogonalni skupki pospešujejo transport vode skozi celične membrane, imajo vlogo pri 
povezovanju celic, odvajanju makromolekul iz intersticija ter izboljšanju izmenjave plinov 
med možgani in krvjo (Potokar in sod., 2016). 
 
2.4.4 Funkcije akvaporina 4 v osrednjem živčevju 
 
Največ AQP4 je prisotnih na izrastkih astrocitov okrog krvno-možganske pregrade, 
možgansko-hrbtenjačne tekočine ter okrog žil (Nielsen in sod., 1997). Že njegova 
razporeditev v možganih kaže, da ima AQP4 pomembno vlogo v uravnavanju vodnega 
ravnotežja v možganih. Vsaka sprememba v volumnu zunajceličnega prostora vpliva na 
difuzijo in odstranjevanje signalnih molekul ter drugih snovi, kar posledično vpliva na 
delovanje možganov (Nagelhus in Ottersen, 2013). AQP4 je udeležen pri uravnavanju 
volumna zunajceličnega prostora, pomemben pa je tudi pri odvajanju vode iz možganov 
(Haj-Yasein in sod., 2011, 2012; Nagelhus in Ottersen, 2013). Možgani nimajo 
limfatičnega sistema, zato so se morali vzpostaviti alternativni mehanizmi za 
odstranjevanje tkivne tekočine in odpadnih snovi. Novejše raziskave kažejo, da se je v 
možganih vzpostavil t. i. glimfatični sistem (Ilif in sod., 2013), v katerem naj bi bil 
udeležen tudi AQP4, preko katerega naj bi se odvajala tkivna tekočina in druge snovi iz 
intersticijskega prostora okrog žil. AQP4 ima še številne druge vloge pri sinaptični 
plastičnosti (Skucas in sod., 2011), migracijah astrocitov (Saadoun in sod., 2005), 
uravnavanju koncentracije K
+
 (Nagelhus in sod., 1999; Hubbard in sod., 2018) in celični 
adheziji (Hiroaki in sod., 2006; Badaut in sod., 2014). 
 
AQP4 je udeležen tudi pri razvoju številnih patoloških stanj. Skozi AQP4 se transportira 
voda v obe smeri, odvisno od vodnega potenciala, kar lahko ključno vpliva na razvoj ali 
11 
Lisjak M. Vloga akvaporina 4 v uravnavanju volumna astrocitov. 
 Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
eliminacijo možganskega edema (Manley in sod., 2000; Papadopoulos in sod., 2004; 
Hubbard in sod., 2018). Preko AQP4 posredovan pretok vode vzdolž žil naj bi pripomogel 
k odstranjevanju tkivne tekočine, poleg tega pa naj bi odstranjeval tudi potencialno 
nevarne snovi (npr. amiloid beta), ki so odgovorne za razvoj nevrodegenerativnih bolezni, 
kot je Alzheimerjeva bolezen (Yang in sod., 2011; Nagelhus in Ottersen, 2013). 
 
2.4.5 Uravnavanje prehajanja vode skozi akvaporin 4 
 
Transport vode skozi akvaporine je uravnavan na podlagi celičnih signalov ali 
zunajceličnih dejavnikov (Kreida in Törnroth-Horsefield, 2015). V splošnem je lahko 
prehajanje vode skozi AQP uravnavano na različnih ravneh, npr. s fosforilacijo AQP, ali s 
spreminjanjem gostote AQP v celični membrani (Potokar in sod., 2016). Gostota AQP v 
membrani se lahko uravnava na ravni izražanja, prevajanja mRNA ali s transportom 
mešičkov, ki transportirajo AQP do tarčnih membran (Yang in sod., 2003; Potokar in sod., 
2013a; Kreida in Törnroth-Horsefield, 2015). Pri sesalcih je predvsem značilna 
posttranslacijska regulacija AQP na ravni transporta mešičkov z AQP, kar omogoča 
hitrejšo in bolj specifično regulacijo. Pri transportu beljakovin so pomembne signalne 
molekule na transportirani beljakovini, ki določajo, kam naj se beljakovina transportira 
(Kreida in Törnroth-Horsefield, 2015). 
 
V primeru AQP4 so raziskave pokazale, da aktivacija protein kinaze C (PKC) povzroči 
zmanjšano prehajanje vode skozi AQP4 in zmanjšano izražanje AQP4 (McCoy in sod., 
2010; Potokar in sod., 2016). V astrocitih poteka hitro uravnavanje prehajanja vode skozi 
AQP4 tudi preko razširjenosti AQP4 v celični membrani, in sicer z uravnavanjem 
transporta AQP4 iz membrane oz. do membrane (Potokar in sod., 2013a). Eden izmed 
načinov uravnavanja prehajanja vode skozi AQP4 naj bi potekal tudi na ravni tvorjenja 
ortogonalnih skupkov, in sicer z različnim izražanjem posameznih izooblik AQP4 
(Silberstein in sod., 2004; Pisani in sod., 2011; Potokar in sod., 2016). 
 
 
2.5 URAVNAVANJE CELIČNEGA VOLUMNA 
 
Sposobnost uravnavanja celičnega volumna je osnovna celična funkcija (Hoffmann in sod., 
2009). Spremembe v vsebnosti vode v celicah namreč vplivajo na koncentracijo 
obveščevalnih molekul in tako motijo signalne poti, ki so ključne za delovanje celice in 
znotrajcelično komunikacijo (Pasantes-Morales in sod., 2006). Volumen sesalskih celic se 
spreminja predvsem na podlagi sprememb v zunajcelični in znotrajcelični osmolarnosti. V 
normalnih razmerah se osmolarnost zunajceličnega prostora ne spreminja bistveno 
(Pasantes-Morales in sod., 2006). Nasprotno pa je celica neprestano podvržena 
spremembam v koncentraciji znotrajceličnih osmolitov, do katerih prihaja med različnimi 
procesi, kot so sproščanje v zunajcelični prostor, privzemanje hranil, transport živčnih 
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prenašalcev, sinteza in razgradnja makromolekul, migracija celic, celična rast in delitev 
(Pasantes-Morales in sod., 2000). Da se celični volumen vrne na osnovno raven, se mora v 
celici spremeniti koncentracija osmotsko aktivnih snovi tako, da nasprotuje osmotskim 
gradientom, ki so privedli do sprememb v volumnu. Koncentracija osmolitov se lahko 
spremeni z aktiviranjem membranskih prenašalcev, ki omogočajo hitro prehajanje 
osmolitov skozi membrane, ali z aktivacijo metaboličnih poti, ki vodijo v izgradnjo ali 
razgradnjo osmotsko aktivnih snovi (Pasantes-Morales in sod., 2000). Mehanizmi, s 
katerimi celice zaznajo spremembe celičnega volumna, so še zelo nejasni. Morda igrajo 
vlogo pri tem transmembranske molekule, kot so integrini in kanali TRPC (Low in sod., 
1997; Strotmann in sod., 200; Pasantes-Morales in sod., 2006). Potencialna mehanizma bi 
lahko vključevala tudi mehanske deformacije celične membrane in/ali reorganizacijo 
citoskeleta (Pasantes-Morales in sod., 2000). V primeru nabrekanja celic se sproži aktiven 
proces uravnavanega zmanjšanja volumna (Olson in sod., 1986). Aktivirajo se kanali, ki 
povzročijo izhajanje K+, Cl- in tavrina ter s tem tudi izhajanje vode iz celice. Nasprotno se 
v primeru krčenja celice sprožijo procesi uravnavanega povečanja volumna, pri katerem 
pride do izmenjave Na
+
/H
+
, aktivirajo se ko-transport Na
+
, K
+
 in 2Cl
-
 ter Na
+
 kanali, kar 
vodi v privzemanje vode v celico (Hoffmann in sod., 2009). 
 
2.5.1 Uravnavanje celičnega volumna v astrocitih 
 
V osrednjem živčevju so astrociti edine celice, ki se na spremembe v zunajcelični 
osmolarnosti odzovejo s hitrimi spremembami volumna (Potokar in sod., 2016). Ob 
zmanjšani zunajcelični osmolarnosti začnejo hitro nabrekati. Nabrekanju sledi proces 
uravnavanega zmanjšanja volumna, ki vodi v normaliziranje celičnega volumna (Olson in 
sod., 1986). To je aktiven proces, pri katerem pride večinoma do izhajanja K+ in Cl-. Iz 
astrocitov pa izhajajo tudi organske molekule, kot so tavrin, GABA, glutamat in glicin 
(Pasantes-Morales, 1993; Simard in Nedergaard, 2004). Poleg membranskih prenašalcev je 
AQP4 ena izmed glavnih beljakovin, ki je udeležena v procesu uravnavanega zmanjšanja 
volumna v astrocitih (Benfenati in sod., 2011). Hitrost nabrekanja in krčenja celic se 
znatno poveča ob večji izraženosti AQP4 (Mola in sod., 2016). V mišjih astrocitih, ki so 
izražali AQP4a (M1) in AQP4c (M23), je bila časovna konstanta faze nabrekanja celic 
manjša, faza uravnavanega zmanjšanja volumna pa hitrejša v primerjavi z astrociti, ki niso 
izražali AQP4 (Mola in sod., 2016). 
 
 
2.6 PATOLOŠKA STANJA POVEZANA Z AKVAPORINOM 4 
 
Motnje v celičnem volumnu lahko še posebej v možganih privedejo do resnih posledic. 
Možgani so tesno obdani z lobanjskimi kostmi, zato njihovo povečanje povzroči stiskanje 
žil, kar privede do anoksije in ishemije, zaradi česar je ogroženo delovanje možganov in s 
tem preživetje (Pasantes-Morales in sod., 2000). AQP4 ima eno izmed glavnih vlog 
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uravnavanja vodnega ravnotežja v možganih. Voda prehaja skozi AQP4 pasivno v obe 
smeri glede na vodni potencial, pri katerem je v živalskih tkivih najpomembnejši osmozni 
potencial, zato imajo lahko AQP4 okrog žil negativen učinek v različnih patoloških stanjih, 
ki lahko privedejo do kopičenja vode v možganih (Simard in Nedergaard, 2004). Poleg 
tega lahko AQP4 prispevajo tudi k razvoju nevrodegenerativnih bolezni, kot so 
nevromielitis vidnega živca, Alzheimerjeva bolezen in druge (Badaut in sod., 2014). 
 
2.6.1 Možganski edem 
 
Večje motnje v možganih, ki nastanejo zaradi možganskih tumorjev, abscesov, 
meningitisa, kapi, poškodb glave, odpovedi jeter ali sepse, lahko sprožijo nastanek 
možganskega edema (Papadopoulos in sod., 2004). Pri edemu gre za kopičenje odvečne 
vode v tkivu, ki se lahko kopiči znotraj celic ali zunajcelično (Saadoun in Papadopoulos, 
2010). Glavna mehanizma možganskega edema sta: citotoksični in vazogeni. Pri 
citotoksičnem edemu prihaja do kopičenja vode znotraj celic (Papadopoulos in Verkman, 
2007) zaradi porušenja osmotskega ravnotežja. In sicer prehaja voda iz krvi v možgane in 
nato iz intersticija v celice (Papadopoulos in Verkman, 2007). Glavni celični tip, ki 
nabreka najprej v primeru citotoksičnega edema, so astrociti. Nabrekanju so izpostavljeni 
predvsem izrastki astrocitov, ki obdajajo žile in na katerih je prisotnih veliko AQP4 
(Kimelberg, 1995; Papadopoulos in Verkman, 2007). Za razvoj citotoksičnega edema je 
najbolj odgovoren AQP4. Miši, ki niso izražale AQP4, so bile bolj zaščitene proti razvoju 
citotoksičnega edema in so imele boljše preživetvene možnosti (Manley in sod., 2000). Do 
razvoja vazogenega edema pa pride zaradi poškodovane krvno-možganske pregrade. Voda 
in serumske beljakovine se nabirajo v intersticijskem prostoru, ki se začne večati 
(Papadopoulos in Verkman, 2007). AQP4 ima v primeru vazogenega edema drugačno 
vlogo kot pri citotoksičnem edemu. Prisotnost AQP4 v možganih zmanjšuje poškodbe, ki 
bi lahko nastale zaradi razvoja vazogenega edema (Stokum in sod., 2016), saj omogoča 
izhajanje odvečne vode iz intersticija preko krvno-možganske pregrade v kri ali preko 
ependimskih celic v možganske ventrikle (Papadopoulos in sod., 2004; Papadopoulos in 
Verkman, 2013). Pri večini kliničnih primerov prihaja do kombinacije različnih tipov 
edemov z različnim časovnim potekom (Papadopoulos in Verkman, 2007). Z razvojem 
reverzibilnih inhibitorjev ali aktivatorjev AQP4 bi se lahko izboljšalo zdravljenje 
možganskih edemov (Papadopoulos in Verkman, 2007). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Material 
Preglednica 1: Seznam materialov 
Table 1: List of materials. 
Material Proizvajalec 
Brizge (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml) Chirana T. Injecta, Slovaška 
Centrifugirke (15 ml, 50 ml) Sarstedt, Nemčija 
Mini centrifugirke (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt, Nemčija 
Filter (75 µm) Miltenyi Biotec, Nemčija 
Filtri za brizge (0.2 µm) Sarstedt, Nemčija 
Tubice za gojenje celic in medije s filtrom in brez filtra (25 
cm
2
) 
Sarstedt, Nemčija 
Igle 19G (1,1×50 mm), 21G (0,8×50 mm), 23G (0,6×25 mm) Chirana T. Injecta, Slovaška 
Okrogli krovniki (premer 22 mm) Thermo Scientific, ZDA 
Objektna stekla (76×26 mm) Thermo Scientific, ZDA 
Petrijevke (35×10 mm; 60×15 mm; 100×20 mm) Sarstedt, Nemčija 
Serološke pipete (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt, Nemčija 
Nastavki za pipete (20 µl, 200 µl, 1000 µl) Sarstedt, Nemčija 
Tubice za gojenje celic s filtrom (10 cm
2
) Kemomed (TPP), Slovenija 
 
3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 2: Seznam kemikalij. 
Table 2: List of chemicals. 
Kemikalija Proizvajalec 
Alexa Fluor 488 (zajčje sekundarno protitelo) Invitrogen, ZDA 
Alexa Fluor 546 (človeško sekundarno protitelo) Invitrogen, ZDA 
Alexa Fluor 546 (mišje sekundarno protitelo) Invitrogen, ZDA 
Alexa Fluor 546 (zajčje sekundarno protitelo) Invitrogen, ZDA 
Ampicilin Sigma-Aldrich, Nemčija 
AQP4 (zajčje poliklonsko protitelo) Santa Cruz Biotech., ZDA 
D-glukoza Sigma-Aldrich, Nemčija 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) z visoko 
vsebnostjo glukoze (4500 mg/l) 
Sigma-Aldrich, Nemčija 
EEA1 (poliklonsko zajčje primarno protitelo; ab2900) Abcam, Velika Britanija 
Etanol (70 %) Itrij, Slovenija 
Fetusni serum goveda (FBS) Sigma-Aldrich, Nemčija 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 2: Seznam kemikalij   
Kemikalija Proizvajalec 
Formaldehid (16 %) Thermo Scientific, ZDA 
Fosfatni pufer z NaCl (PBS) Sigma-Aldrich, Nemčija 
FuGENE 6 Promega, ZDA 
GM130 (mišje monoklonsko primarno protitelo; 610822) BD Biosciences, ZDA 
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Nemčija 
HEPES Sigma-Aldrich, Nemčija 
Imerzijsko olje Immersol 518F Zeiss, Nemčija 
Kalcijev klorid (CaCl2) – 1 M raztopina Sigma-Aldrich, Nemčija 
Kalijev klorid (KCl) Sigma-Aldrich, Nemčija 
Ketamin hidroklorid 
Tocris Bioscience, Velika 
Britanija 
Klorovodikova kislina (HCl) Honeywell Fluka, ZDA 
Konjski serum (HS) Gibco, ZDA 
Kozji serum (GS) Sigma-Aldrich, Nemčija 
Kvasni ekstrat Biolife, Italija 
LAMP1 (poliklonsko zajčje primarno protitelo; ab24170) Abcam, Velika Britanija 
Leibovitz L-15 Sigma-Aldrich, Nemčija 
L-glutamin (200 mM) Sigma-Aldrich, Nemčija 
Magnezijev klorid (MgCl2) Sigma-Aldrich, Nemčija 
Minimum Essential Medium Eagle – alpha modification 
(αMEM) 
Sigma-Aldrich, Nemčija 
mCherry-D4 Kemijski inštitut, Slovenija 
Natrijev hidroksid (NaOH) Honeywell Fluka, ZDA 
Natrijev klorid (NaCl) Merck, Nemčija 
Na-piruvat (100 mM) Sigma-Aldrich, Nemčija 
NMO-IgG protitelesa Mayo Clinic, ZDA 
Penicilin, streptomicin Innoprot, Španija 
Poli-L-lizin (PLL) Sigma-Aldrich, Nemčija 
PureYield Plasmid Midiprep System Promega, ZDA 
Slow Fade Gold Antifade Invitrogen, ZDA 
Sulforodamin 101 (SR101) Invitrogen, ZDA 
Tripsin-EDTA Sigma-Aldrich, Nemčija 
Tripton Biolife, Italija 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Nemčija 
 
 
 
16 
Lisjak M. Vloga akvaporina 4 v uravnavanju volumna astrocitov. 
 Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
3.1.3 Oprema 
Preglednica 3: Seznam laboratorijskih naprav. 
Table 3: List of laboratory devices. 
Oprema Proizvajalec 
Centrifuga Centric 150 Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga Centric 332A Tehtnica, Slovenija 
Inkubator Smart Cell Heal Force, Kitajska 
Inkubacijski stresalnik Unitron Infors HT, Švica 
Konfokalni mikroskop LSM 780 Zeiss, Nemčija 
Mikroskop ELYRA PS.1 Zeiss, Nemčija 
Osmomat030 Gonotec GmbH, Nemčija 
pH meter MP 220 Mettler Toledo GmbH, Švica 
Spektrofotometer Ultrospec 3100 pro Amersham Bioscience, Švedska 
Stresalnik Vibromix 314 EVT Tehtnica, Slovenija 
Termomešalnik  Eppendorf, Nemčija 
 
3.1.4 Mediji in raztopine 
 
3.1.4.1 Izolacijski medij za astrocite 
Preglednica 4: Sestava izolacijskega medija za astrocite. 
Table 4: Composition of isolation media for astrocytes. 
Sestava medija Za 50 ml 
Končna 
koncentracija 
Goveji serumski albumin (BSA)  0,05 g 1 mg/ml 
L-15 49 ml  
L-glutamin  0,5 ml 2 mM 
Penicilin in streptomicin 25 µl 25 μg/ml 
 
3.1.4.2 Hranilni medij za astrocite 
Preglednica 5: Sestava hranilnega medija za astrocite. 
Table 5: Composition of culture media for astrocytes. 
Sestava medija Za 100 ml 
Končna 
koncentracija 
DMEM  88 ml  
Fetusni serum goveda (FBS) 10 ml 10-odstotni 
L-glutamin  1 ml 2 mM 
Na-piruvat  1 ml 1 mM 
Penicilin in streptomicin 50 µl 25 μg/ml 
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3.1.4.3 Hranilni medij za celice PC12 
Preglednica 6: Sestava hranilnega medija za celice PC12. 
Table 6: Composition of culture media for PC12 cells. 
Sestava medija Za 100 ml 
Končna 
koncentracija 
DMEM  85 ml  
Fetusni serum goveda (FBS) 10 ml 10-odstotni 
Konjski serum (HS)  5 ml 5-odstotni 
Penicilin in streptomicin 50 µl 25 μg/ml 
 
3.1.4.4 Hranilni medij za fibroblaste 
Preglednica 7: Sestava hranilnega medija za fibroblaste. 
Table 7: Composition of culture media for fibroblasts. 
Sestava medija Za 100 ml 
Končna 
koncentracija 
αMEM  89 ml  
Fetusni serum goveda (FBS) 10 ml 10-odstotni 
L-glutamin  1 ml 2 mM 
Penicilin in streptomicin 50 µl 25 μg/ml 
 
3.1.4.5 Lipofekcijski medij 
Preglednica 8: Sestava lipofekcijskega medija. 
Table 8: Composition of lipofection medium. 
Sestava medija Za 50 ml 
Končna 
koncentracija 
DMEM  49 ml  
L-glutamin  0,5 ml 2 mM 
Na-piruvat  0,5 ml 1 mM 
 
3.1.4.6  Luria-Bertanijevo gojišče 
Preglednica 9: Sestava Luria-Bertanijevega gojišča. 
Table 9: Composition of Luria-Bertani liquid medium. 
Sestava gojišča Za 1 L 
Končna 
koncentracija 
MiliQ voda 1 L  
Kvasni ekstrat 5 g 5 g/L 
NaCl  10 g 10 g/L 
Tripton 10 g 10 g/L 
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3.1.4.7 Zunajcelična raztopina 
Preglednica 10: Sestava zunajcelične raztopine (300 mOsm). 
Table 10: Composition of extracellular solution (300 mOsm). 
Sestava raztopine Za 100 ml 
Končna 
koncentracija 
MiliQ voda 100 ml  
D-glukoza  180 mg 10 mM 
HEPES 238 mg 10 mM 
KCl 37 mg 5 mM 
NaCl 761 mg 130 mM 
CaCl2 200 µl 2 mM 
MgCl2 100 µl 1 mM 
 
3.1.4.8  Hipoosmolarna raztopina 
Preglednica 11: Sestava hipoosmolarne raztopine (100 oz. 200 mOsm). 
Table 11: Composition of hypoosmolar solution (100 oz. 200 mOsm). 
Sestava raztopine Za 100 ml 
Končna 
koncentracija 
MiliQ voda 100 ml  
D-glukoza  180 mg 10 mM 
HEPES 238 mg 10 mM 
KCl 37 mg 5 mM 
NaCl 176 mg (oz. 468 mg) 
30 mM 
(oz. 80 mM) 
CaCl2 200 µl 2 mM 
MgCl2 100 µl 1 mM 
 
Zunajcelični in hipoosmolarni raztopini smo umerili pH do vrednosti 7,2 z NaOH ali HCl. 
Z osmometrom Osmomat030 smo izmerili osmolarnost raztopin. Medije in raztopine, ki 
smo jih dodajali celicam, smo prefiltrirali s filtrom (premer por 0,2 µm). 
 
3.1.5 Celične kulture 
 
Uporabili smo primarno celično kulturo kortikalnih astrocitov, ki smo jih izolirali iz 
podgan seva Wistar, celice PC12 iz nadledvične žleze podgane (CRL-1721, ATCC, ZDA) 
in celično kulturo mišjih fibroblastov, izoliranih iz kože (pridobljeni iz laboratorija prof. 
dr. F. Platt, Univerza v Oxfordu, Velika Britanija; Newton in sod., 2017). 
 
3.1.6 Plazmidne DNA 
 
V poskusih smo uporabili plazmidne DNA (pDNA), ki kodirajo tri izooblike vodnega 
kanala AQP4: AQP4b-EGFP, AQP4d-EGFP in AQP4e-EGFP (Potokar in sod., 2013a; 
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Moe in sod., 2008). pDNA kodirajo fuzijske beljakovine med AQP4 in zeleno 
fluorescentno beljakovino (EGFP). Plazmide nam je podaril prof. dr. O. P. Ottersen 
(Center za molekularno biologijo in nevroznanost, Univerza v Oslu, Norveška). 
 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava primarne celične kulture astrocitov 
 
Priprava celične kulture je potekala v skladu z zakonodajo o Poskusih na živalih in delu na 
izoliranih tkivih, organih in truplih predhodno usmrčenih živali (Zakon o zaščiti živali 
(ZZZiv-UPB3); Uradni list RS, št. 38/13). Izolacijo astrocitov in pripravo celične kulture 
smo izvedli po protokolu opisanem v Pangršič in sod. (2006), prilagojenem po Schwartz in 
Wilson (1992). Primarno kulturo astrocitov smo pridobili iz možganske skorje (korteks) 
2-3 dni starih podgan seva Wistar. Žival smo žrtvovali z dekapitacijo. Po sredini glave smo 
zarezali kožo in lobanjo proti prednjemu delu in pred ušesi. Z zakrivljeno pinceto smo 
zajeli možgane in jih prestavili v petrijevko z izolacijskim medijem (3 ml). Možganski 
polobli smo razprli in odstranili hipokampus, prefrontalni korteks ter možganske ovojnice. 
Prečiščen korteks obeh polovic smo dvakrat sprali v petrijevkah s 3 ml izolacijskega 
medija in ga nato skupaj z izolacijskem medijem prestavili v 15 ml centrifugirko ter ga 
resuspendirali. Resuspendiran korteks smo dvakrat zaporedoma centrifugirali 4 minute pri 
1200 obratih na minuto (rpm). Po vsakem centrifugiranju smo odstranili supernatant in 
celice korteksa resuspendirali v 5 ml izolacijskega medija. Nato smo celice trikrat prevlekli 
skozi igle, debeline 1,1, 0,8 in 0,6 mm. Suspenzijo celic smo prenesli skozi filter (75 µm) 
in centrifugirali 4 minute pri 1200 rpm. Supernatant smo odstranili, celice resuspendirali v 
5 ml hranilnega medija za astrocite in jih prestavili v flaske s filtrom (25 cm
2
). Celice smo 
inkubirali pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2. Ko so celice dosegle 70 % konfluentnost 
(po 5–7 dneh), smo jih tri zaporedne noči stresali pri 225 rpm. Po vsakem stresanju smo 
celicam zamenjali hranilni medij in jih dali v inkubator do naslednjega stresanja. Po 
tretjem stresanju smo astrocite presadili v tubice za gojenje celic s filtrom (10 cm
2
). Celice 
smo odlepili tako, da smo jim odstranili medij in dodali tripsin EDTA za 5 minut pri 36,5 
°C. Nato smo jih centrifugirali 5 minut pri 900 rpm. Po centrifugiranju smo odstranili 
tripsin in celice resuspendirali v hranilnem mediju. Nasadili smo jih v 12 tubic s filtrom in 
inkubirali pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2. Na vsake dva dni smo jim zamenjali 
medij. Svežo primarno celično kulturo smo pripravljali na dva tedna. 
 
3.2.2 Priprava krovnikov 
 
Krovnike smo najprej sterilizirali v mikrovalovni pečici za 5 minut in jih inkubirali 10 
minut v 70 % etanolu. Sledilo je dvakratno spiranje v avtoklavirani redestilirani vodi. Nato 
smo krovnike prestavili v 1 % (v/v) poli-L-lizin (PLL) za 15 minut. Po inkubaciji smo jih 
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trikrat sprali v avtoklavirani redestilirani vodi, osušili in vsakega shranili v svojo petrijevko 
(35 × 10 mm). Hranili smo jih v hladilniku pri 4 °C. 
 
3.2.3 Nasajanje celic na krovnike 
 
Dva do tri dni pred poskusi smo celice nasadili na krovnike. Astrocitom v tubici smo 
odstranili hranilni medij, jih sprali in dodali 2 ml Tripsina-EDTA za 5 minut pri 36,5 °C, 
95 % vlažnosti, 5 % CO2. Odlepljene celice smo prenesli v dve 1,5 ml epici. Sledilo je 5-
minutno centrifugiranje pri 900 rpm. Nato smo odstranili supernatant in jih resuspendirali 
v 1 ml hranilnega medija za astrocite. Celice smo redčili v razmerju 1 : 3. Na krovnik smo 
enakomerno nanesli 50 µl resuspendiranih celic in pod mikroskopom preverili ustreznost 
gostote celic. Po potrebi smo celice dodatno redčili. Če smo opazili skupke celic, smo 
celice razdružili z uporabo igel na 2 ml injekcijski brizgi. Najprej smo jih tri do petkrat 
prevlekli skozi iglo premera 1,1 mm. Postopek smo ponovili z iglama premera 0,8 in 0,6 
mm. Nato smo jih nanesli po 50 µl na krovnike. Sledila je 45-minutna inkubacija pri 
36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2, da so se celice oprijele podlage. Nato smo jim dodali 2 
ml hranilnega medija za astrocite in jih postavili v inkubator (36,5 °C, 95 % vlažnost, 5 % 
CO2). Naslednji dan po nasaditvi smo celicam zamenjali medij, nato pa na dva dni. 
Porabili smo jih v treh do petih dneh od nasaditve na krovnike. 
 
Celice PC12 in fibroblaste smo hitro odmrznili. Nato smo prenesli suspenzijo celic (~ 1,5 
ml) iz krioviale v flask (25 cm
2 
flask s filtrom) z ogretim hranilnim medijem (4 ml). 
Inkubirali smo jih pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2 ter jim na vsake dva dni zamenjali 
medij. Ko so celice dosegle 70 % konfluentnost, smo jih nasadili na krovnike. Celicam v 
flasku smo odstranili hranilni medij, jih sprali in dodali 4 ml Tripsina-EDTA za 5 minut pri 
36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2. Odlepljene celice smo iz flaska prenesli v 15 ml 
centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 900 rpm. Supernatant smo odstranili in celice 
resuspendirali v 3 ml hranilnega medija. Nato smo po 50–70 µl suspenzije s celicami 
nanesli na krovnike. Sledila je 45-minutna inkubacija pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % 
CO2. Po inkubaciji smo celicami dodali 2 ml hranilnega medija. Medij smo zamenjali 
naslednji dan, nato pa na dva dni. 
 
3.2.4 Vnos plazmidne DNA v astrocite 
 
3.2.4.1 Namnoževanje bakterij 
 
V erlenmajerico smo odmerili 60 ml medija Luria-Bertani (LB) za gojenje bakterij in 60 µl 
antibiotika (ampicilin), za katerega vsebuje plazmid zapis za rezistenco (končna 
koncentracija 100 µg/ml). S sterilnim nastavkom za pipete smo postrgali bakterijsko 
kulturo E. coli (sev DH5α), ki je bila shranjena na -80 °C in je vsebovala želeno pDNA. 
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Nastavek za pipeto smo odvrgli v pripravljeno gojišče. Sledilo je stresanje erlenmajerice 
čez noč (~ 16 ur) v inkubacijskem stresalniku pri 250 rpm in 37 °C. 
 
3.2.4.2 Izolacija plazmidne DNA 
 
Izolacijo pDNA smo izvedli po navodilih proizvajalca kompleta PureYield Plasmid 
Midiprep System. Izolirano pDNA smo 100-krat redčili v deionizirani vodi in izmerili 
koncentracijo na spektrofotometru (Ultrospec 3100 pro). pDNA smo alikvotirali in jo 
shranili v zamrzovalnik pri -20 °C. 
 
3.2.4.3 Vnos plazmidne DNA 
 
pDNA smo v astrocite vnesli z uporabo reagenta FuGENE 6. Pripravili smo transfekcijsko 
mešanico, ki je vsebovala do 100 µl lipofekcijskega medija, 3 µl FuGENE 6 in 1 µg pDNA 
(podane količine veljajo za celice na enem krovniku). Sledila je 15-minutna inkubacija na 
sobni temperaturi. Nato smo celicam odstranili hranilni medij. Nad krovnik smo 
odpipetirali 100 µl pripravljene transfekcijske mešanice in na rob petrijevke dodali 900 µl 
hranilnega medija za astrocite ter jih postavili v inkubator. Naslednji dan smo celicam 
zamenjali medij. pDNA se je izražala 48 ur. 
 
3.2.5 Meritve sprememb celičnega volumna 
 
V poskusih smo uporabili astrocite, ki so izražali nativne izooblike AQP4 (kontrola) in 
astrocite, v katere smo vnesli posamezne pDNA, ki kodirajo AQP4b-EGFP, AQP4d-EGFP 
oz. AQP4e-EGFP. Celicam smo odstranili medij in jih inkubirali v 10–30 µM barvilu 
sulforodamin 101 (SR101; redčenje v zunajcelični raztopini) za 15 minut, pri 36,5 °C, 
95 % vlažnosti, 5 % CO2. Za SR101 je značilno, da ga specifično privzamejo astrociti 
(Nimmerjahn in sod., 2004). Po inkubaciji smo krovnike s celicami dvakrat sprali v 
zunajcelični raztopini in jih vpeli v kamrico za snemanje ter dodali zunajcelično raztopino. 
Slike smo zajemali pri sobni temperaturi (~ 22 °C) na konfokalnem mikroskopu LSM 780, 
z oljnim imerzijskim objektivom 40× /NA 1,3. Za vzbujanje AQP4b-EGFP, AQP4d-
EGFP, AQP4e-EGFP smo uporabili Ar laser (488 nm) in pasovni filter 493-553 nm. 
SR101 smo vzbujali z DPSS laserjem (561 nm), uporabili smo pasovni filter 567-649 nm. 
Slike smo zajemali v dvosekundnem časovnem intervalu. Celice smo najprej posneli v 
kontrolnih razmerah. Po 30 sekundah snemanja smo celicam dodali zunajcelično raztopino 
(kontrola) oz. hipoosmolarno raztopino (končna osmolarnost 200 mOsm) in snemali še 90 
sekund. 
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3.2.6 Meritve mobilnosti mešičkov 
 
Astrocite, ki so izražali AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP, smo sprali v zunajcelični 
raztopini. Krovnik s celicami smo vpeli v kamrico za snemanje ter dodali zunajcelično 
raztopino. Celice smo snemali pri sobni temperaturi (~ 22 °C) na konfokalnem mikroskopu 
LSM 780, z oljnim imerzijskim objektivom 63× /NA 1,4. Za vzbujanje AQP4b-EGFP in 
AQP4d-EGFP smo uporabili Ar laser (488 nm) in pasovni filter 493-553 nm. Slike smo 
zajemali 2 minuti v dvosekundnem časovnem intervalu. Najprej smo snemali celice v 
spontanih razmerah. Nato smo kontrolnim celicam dodali zunajcelično izoosmolarno 
raztopino (300 mOsm), ostalim celicam pa hipoosmolarno raztopino (končna koncentracija 
200 mOsm). Snemati smo začeli po 2 minutah od dodatka raztopine. Pred začetkom 
snemanja smo popravili fokus. Po 2 minutah smo snemanje prekinili in ga ponovili po 10 
minutah od dodatka raztopine. Na tak način smo vsako celico posneli v spontanih 
razmerah, ter po 2-minutni in 10-minutni izpostavljenosti hipoosmotskim ali izoosmotskim 
razmeram (Slika 3). 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz poskusa, v katerem smo testirali mobilnost mešičkov z AQP4b in AQP4d. 
Celice smo snemali na konfokalnem mikroskopu. Najprej smo jih snemali 2 minuti v spontanih razmerah. 
Nato smo celicam dodali hipoosmolarno raztopino, kontrolnim celicam pa izoosmolarno raztopino (označeno 
z enostransko puščico). S snemanjem smo začeli po 2 minutah od dodatka raztopine. Po 2 minutah smo 
snemanje prekinili in ga ponovili po 10 minutah od dodatka raztopine. 
Figure 3: A schematic drawing of the experiment, in which we tested the mobility of AQP4b and 
AQP4d-containing vesicles. 
Cells were recorded with a confocal microscope. Cells were first recorded for 2 minutes in spontaneous 
conditions. Then we added hypoosmolar or isoosmolar solution to control cells (represented by one-way 
arrow). We started recording 2 minutes after the addition of the solution. After 2 minutes we ended recording 
and repeated recording 10 minutes after the addition of the solution. 
 
3.2.7 Označevanje znotrajceličnih kompartmentov 
 
V celicah, ki so izražale AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP, smo s postopkom 
fluorescentnega označevanja s protitelesi označili endosome, lizosome in Golgijev aparat. 
Celice smo najprej spirali v fosfatnem pufru z NaCl (PBS) 2‒3 minute. Sledila je 2-
minutna oz. 10-minutna stimulacija z 200 mOsm hipoosmolarno raztopino pri 36,5 °C, 95 
% vlažnosti, 5 % CO2. Kontrolne celice smo namesto v hipoosmolarni raztopini inkubirali 
v zunajcelični raztopini s fiziološko ozmolarnostjo, tj. 300 mOsm. Po inkubaciji smo celice 
na hitro sprali v PBS in jih fiksirali v 4 % formaldehidu za 15 minut. Sledila je 10-minutna 
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permeabilizacija celic v 4 % formaldehidu z dodanim detergentom 0,1 % Triton X-100. 
Nato smo jih trikrat spirali v PBS po 2‒3 minute. Da smo zmanjšali nespecifično vezavo 
protiteles, smo celice inkubirali v 3 % govejem serumskem albuminu (BSA) in 10 % 
kozjem serumu (GS) v PBS za eno uro pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2. Celice smo 
potem spirali 2–3 minute v PBS in jih inkubirali s primarnimi protitelesi čez noč, pri 4 °C. 
Uporabili smo zajčja poliklonska protitelesa proti EEA1 (1:500) in LAMP1 (1:300) ter 
mišja monoklonska protitelesa proti GM130 (1:400), ki smo jih redčili v 3 % BSA. 
Naslednji dan smo celice štirikrat spirali v PBS po 2–3 minute. Sledila je 45-minutna 
inkubacija z zajčjimi oz. mišjimi sekundarnimi protitelesi Alexa 546 (1:600) pri 36,5 °C, 
95 % vlažnosti, 5 % CO2. Nato smo celice še štirikrat spirali v PBS po 2–3 minute. 
Krovnike smo zalepili na objektna stekelca z reagentom Slow Fade Gold Antifade. 
Preparate smo hranili v hladilniku pri 4 °C. Pri pripravi slepega vzorca smo izpustili korak 
označevanja s primarnimi protitelesi, ki smo jih nadomestili s 3 % BSA. Preparate smo 
posneli z mikroskopom Elyra PS.1 z mikroskopijo s strukturirano osvetlitvijo (SIM). 
 
3.2.8 Označevanje ortogonalnih skupkov 
 
Za označevanje ortogonalnih skupkov v celičnih membranah astrocitov smo uporabili 
človeška protitelesa IgG nevromielitisa vidnega živca (NMO-IgG), ki se vežejo na 
zunajcelične domene AQP4 (Lennon in sod., 2004; Lennon in sod., 2005; Nicchia in sod., 
2009) in ne vplivajo na velikost ortogonalnih skupkov (Rossi in sod., 2012). Komplement 
v razredčenemu serumu smo inaktivirali tako, da smo ga 30 minut ogrevali na 56 °C v 
termomešalniku. Postopek označevanja je bil podoben kot v članku Potokar in sod. (2008). 
Kontrolne celice in celice, ki so izražale AQP4b-EGFP, AQP4d-EGFP in AQP4e-EGFP, 
smo najprej spirali v 3 % BSA 2‒3 minute. Sledila je 2-minutna oz. 10-minutna 
izpostavitev hipoosmolarni ali zunajcelični tekočini s protitelesi NMO-IgG (1:200) pri 
36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2. Celice smo dvakrat sprali v PBS. Kontrolne celice smo 
20 minut inkubirali v 4 % formaldehidu pri sobni temperaturi. Celice, ki so izražale 
posamezne izooblike AQP4, smo inkubirali 10 minut v 2 % formaldehidu. Po inkubaciji 
smo celice trikrat spirali v PBS po 2‒3 minute. Nato smo celice, ki so izražale posamezne 
izooblike AQP4, 45 minut inkubirali s človeškimi sekundarnimi protitelesi Alexa 546 
(1:600) pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2, jih trikrat spirali v PBS po 2‒3 minute in 
krovnike zalepili na objektna stekelca. Po inkubaciji s formaldehidom smo kontrolne celice 
trikrat spirali v PBS po 2‒3 minute in jih inkubirali v 3 % BSA in 10 % GS v PBS za eno 
uro pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2. Nato smo jih enkrat sprali 3 minute v PBS in jih 
inkubirali z zajčjimi primarnimi protitelesi proti AQP4 2 uri, pri 37 °C , 95 % vlažnosti, 5 
% CO2. Po inkubaciji smo jih trikrat spirali v PBS po 2‒3 minute in jih 45 minut inkubirali 
s človeškimi sekundarnimi protitelesi Alexa 546 (1:600) in zajčjimi sekundarnimi 
protitelesi Alexa 488 (1:600) pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2. Celice smo še trikrat 
spirali v PBS po 2‒3 minute in krovnike zalepili na objektna stekelca z reagentom Slow 
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Fade Gold Antifade. Preparate smo posneli z mikroskopom Elyra PS.1 z mikroskopijo 
SIM. 
 
3.2.9 Označevanje holesterolnih domen v membranskih krpicah astrocitov 
 
Postopek označevanja holesterolnih domen v membranskih krpicah astrocitov je bil 
prilagojen po protokolu v članku Goncalves in sod. (2008). Celice smo enkrat sprali v 
PBS. Nato smo krovnike s celicami prestavili v petrijevke z ohlajeno destilirano vodo 
(4 °C), da so celice popokale. Petrijevke s krovniki smo postavili v banjico z ledom, ki smo 
jo dali na stresalnik za 40 minut pri 75 rpm. Tako smo dobili membranske krpice. Po 
stresanju smo krovnike sprali v zunajcelični raztopini in jih inkubirali 10 minut v 4 % 
formaldehidu. Nato smo krovnike trikrat spirali v PBS po 2‒3 minute in jih inkubirali 20 
minut v 3 % BSA in 10 % GS v PBS pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2. Krovnike smo 
enkrat sprali 3 minute v PBS in jih inkubirali 30 minut z 1 µM lipidnim označevalcem 
mCherry-D4 pri sobni temperaturi. mCherry-D4 je fluorescenčno označena funkcionalna 
domena perfringolizina O, ki se specifično veže na holesterolne domene v celični 
membrani na zunajcelični strani (Liu in sod., 2017). Po inkubaciji smo krovnike trikrat 
spirali v PBS po 2‒3 minute in jih inkubirali 40 minut z zajčjimi primarnimi protitelesi 
proti AQP4 (1:400) pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2. Krovnike smo trikrat spirali v 
PBS po 2‒3 minute in jih inkubirali 30 minut z zajčjimi sekundarnimi protitelesi Alexa 488 
(1:600) pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2. Krovnike smo še trikrat spirali v PBS po 2‒
3 minute in jih prestavili v petrijevke z zunajcelično raztopino ter jih postavili v hladilnik 
(4 °C). Krovnike smo še v istem dnevu posneli na mikroskopu Elyra PS.1 z mikroskopijo 
SIM. 
 
3.2.10 Označevanje holesterolnih domen v celični membrani različnih celičnih tipov 
po tretiranju s ketaminom 
 
Poskuse smo izvedli na različnih celičnih tipih, da bi ugotovili, ali je učinek ketamina 
celično specifičen. V poskusih smo uporabili astrocite, celice PC12 in fibroblaste. Celicam 
smo v hranilni medij dodali ketamin hidroklorid (končna koncentracija 2,5 ali 25 µM) in 
jih inkubirali 30 minut pri 36,5 °C, 95 % vlažnosti, 5 % CO2. Celice smo enkrat sprali v 
zunajcelični raztopini in jih inkubirali 30 minut z 0,25 µM holesterolnim označevalcem 
mCherry-D4 pri sobni temperaturi. Nato smo celice trikrat spirali v zunajcelični raztopini 
in jih inkubirali 10 minut v 4 % formaldehidu pri sobni temperaturi. Celice smo še trikrat 
spirali v PBS po 2‒3 minute in jih zalepili na objektna stekelca z reagentom Slow Fade 
Gold Antifade. Preparate smo posneli z mikroskopom Elyra PS.1 z mikroskopijo SIM. 
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3.2.11 Mikroskopija s strukturirano osvetlitvijo 
 
Mikroskopija s strukturirano osvetlitvijo (SIM) omogoča večjo ločljivost kot konfokalni 
mikroskop (Gustafsson in sod., 2000). Preparate smo snemali z oljnim imerzijskim 
objektivom 63× /NA 1,4. Za vzbujanje fluorescentnih barvil smo uporabljali laserja z 
valovnima dolžinama 488 nm (488 nm Laser 100 mW ELYRA) in 561 nm (561 nm Laser 
100 mW ELYRA). Uporabili smo filtra, ki sta prepustila emisijo fluorescence v območju 
495–560 nm in 570–650 nm. Slike smo zajemali s kamero EMCCD (Andor iXon 885, 
Andor Technology). Debelina optične rezine v z-osi je bila 0,5 µm. Na vzorcu, ki ni bil 
označen s primarnimi protitelesi, smo optimizirali nastavitve moči laserja in ojačitve 
kamere tako, da smo določili prag, pod katerim nismo zaznali nespecifičnega signala, in 
snemali vse vzorce pod tem pragom. 
 
 
3.3 MERITVE SIGNALOV IN ANALIZIRANJE PODATKOV 
 
3.3.1 Analiza sprememb celičnega volumna 
 
Spremembe celičnega volumna smo določili na podlagi sprememb v intenziteti barvila 
SR101. Analizo smo izvedli v programu Zen 2010 (Zeiss, Nemčija) z orodjem Mean ROI 
(ang. region of interest), ki izračuna povprečno intenziteto fluorescence barvila v izbranem 
območju. Območje smo določili tako, da smo celico občrtali (uporabili smo posnetek 
celice, ki je bil posnet pod presevno svetlobo) in izmerili časovni potek povprečne 
intenzitete fluorescence. Relativno spremembo volumna (Vrel.) smo izračunali na podlagi 
sprememb v fluorescenci po enačbi 1 (V – intenziteta fluorescence; V0 – začetna 
intenziteta fluorescence). 
 
𝑉𝑟𝑒𝑙. =  
𝑉
𝑉0
 ×  100 ... (1)
 
Dolgotrajno izpostavljanje fluoroforja svetlobi z močno intenziteto povzroči bledenje 
fluoroforja. Posledice bledenja smo uravnali po eksponentno padajoči krivulji po enačbi 2 
(yt – relativna sprememba volumna v danem času; a – osnova eksponentne funkcije, ki smo 
jo prilagodili na podatke spontane fluorescence prvih 30 sekund snemanja; e – 
matematična konstanta e; b – eksponent eksponentne funkcije, ki smo jo prilagodili na 
podatke spontane fluorescence prvih 30 sekund snemanja; x – čas, v katerem je bila 
izmerjena fluorescenca). 
 
𝑦 =  𝑦𝑡  +  𝑎 × (1 −  𝑒
−𝑏𝑥) ... (2)
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Časovne konstante smo izračunali iz krivulj, ki smo jih prilagodili na podatke v programu 
SigmaPlot (SYSTAT, ZDA). Glede na naravo procesa smo za podatke, ki so prikazovali 
celično nabrekanje, uporabili eksponentno naraščujočo funkcijo. Na podatke, ki so 
prikazovali mehanizem uravnavanega zmanjšanja volumna (RVD), smo prilagodili 
eksponentno padajočo funkcijo. 
 
3.3.2 Merjenje gostote ortogonalnih skupkov in holesterolnih domen 
 
Gostoto ortogonalnih skupkov in holesterolnih domen smo izmerili na slikah, ki smo jih 
posneli z mikroskopijo SIM, v programu Fiji (Schindelin in sod., 2012; https://fiji.sc/). Na 
sliki smo obrezali posamezno celico, izmerili površino analizirane celične površine in jo 
razdelili na posamezne kanale. V obeh primerih smo analizo nadaljevali samo na rdečem 
kanalu. Uporabili smo avtomatski prag IsoData, s katerim smo ločili nadpražne slikovne 
elemente (px). V programu Fiji smo avtomatsko prešteli signale, ki so bili v območju 
velikosti 9‒3000 px2, v primeru merjenja gostote holesterolnih domen pa v območju 7‒
3000 px
2
. Gostoto ortogonalnih skupkov in holesterolnih domen smo izračunali kot število 
nadpražnih signalov, ki smo ga normalizirali na celično površino. 
 
3.3.3 Merjenje površin 
 
Površine ortogonalnih skupkov, mikrodomen z AQP4, AQP4b, AQP4d in AQP4e ter 
površine znotrajceličnih predelkov in holesterolnih domen smo izmerili na slikah, ki smo 
jih posneli z mikroskopijo SIM, v programu Fiji (Schindelin in sod., 2012; https://fiji.sc/). 
Na sliki smo obrezali posamezno celico in jo razdelili na posamezne kanale. Analizo smo 
nadaljevali ločeno na sliki z zelenimi (AQP4b, AQP4d, AQP4) in rdečimi signali (EEA1, 
LAMP1, GM130, mCherry-D4, NMO-IgG). Uporabili smo avtomatski prag IsoData, s 
katerim smo ločili nadpražne slikovne elemente (px). V programu Fiji smo avtomatsko 
izmerili površine signalov, ki so bili v območju velikosti 9‒3000 px2, v primeru merjenja 
površin holesterolnih domen pa v območju 7‒3000 px2. 
 
3.3.4 Merjenje kolokalizacije 
 
Kolokalizacijo AQP4b in AQP4d z označevalci za posamezne znotrajcelične predelke 
(EEA1, LAMP1 ali GM130) ter kolokalizacijo AQP4 v holesterolnih domenah smo 
analizirali na slikah, ki smo jih posneli z mikroskopijo SIM. Za analizo smo izbrali ravnino 
celice, ki je imela največ izostrenih signalov in jo iz programa ZEN 2011 izvozili v obliki 
tif. Analizo smo izvedli v pogramu Fiji (Schindelin in sod., 2012; https://fiji.sc/). Na sliki 
smo obrezali posamezno celico in jo razdelili na posamezne kanale. Analizo smo 
nadaljevali ločeno na sliki z zelenimi (AQP4b, AQP4d, AQP4) in rdečimi signali (EEA1, 
LAMP1, GM130, mCherry-D4). V obeh primerih smo v nadaljevanju uporabili avtomatski 
prag IsoData, s katerim smo ločili nadpražne slikovne elemente (px). V programu Fiji smo 
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avtomatsko prešteli signale, ki so bili v območju velikosti 9‒3000 px2, in shranili 
analizirano sliko. V nastavitvah smo izbrali možnost, da nam preštete signale shrani tudi v 
obliki ROI. Na analizirano sliko z zelenimi signali smo preslikali ROI rdečih signalov ter 
ročno prešteli prekrivajoče signale. Kolokalizacijo smo izračunali kot delež prekrivajočih 
signalov glede na število vseh zelenih signalov, v primeru merjenja kolokalizacije AQP4 v 
holesterolnih domenah pa tudi glede na število vseh rdečih signalov. 
 
3.3.5 Merjenje mobilnosti mešičkov 
 
Mobilnost mešičkov z AQP4b in AQP4d smo analizirali v programu Fiji (Schindelin in 
sod., 2012; https://fiji.sc/) s programskim dodatkom TrackMate (Tinevez in sod., 2017). V 
program Fiji smo uvozili posnetke celic, ki smo jih posneli na konfokalnem mikroskopu. 
Celice smo obrezali in zagnali TrackMate. Po avtomatski kalibraciji smo določili pražno 
vrednost 1 µm in avtomatsko izmerili hitrosti mešičkov. 
 
3.3.6 Statistična obdelava podatkov 
 
Rezultati so podani kot povprečje ± standardna napaka. Podatke smo statistično obdelali v 
programu Sigma Plot 11.0 (SYSTAT, ZDA). Za testiranje statistično značilnih razlik med 
dvema skupinama smo uporabili Studentov t-test, če so bili podatki normalno porazdeljeni, 
ali Mann-Whitneyev U-test, ki je neparametričen test in ne zahteva normalne porazdelitve. 
Za testiranje statistično značilnih razlik med več skupinami smo uporabili analizo 
enosmerne variance (ANOVA) ali neparametrični Kruskal-Wallisov test. Razlike smo 
označili kot statistično značilne pri vrednosti P < 0,05. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 AQP4e IMA POMEMBNO VLOGO V URAVNAVANJU VOLUMNA 
ASTROCITOV V HIPOOSMOTSKIH RAZMERAH 
 
Astrociti se na spremembe v zunajcelični osmolarnosti odzovejo s hitrimi spremembami 
volumna (Potokar in sod., 2016). V hipoosmotskih razmerah začnejo hitro nabrekati, 
čemur sledi mehanizem uravnavanega zmanjšanja volumna (RVD), ki vodi v 
normaliziranje celičnega volumna (Pasantes-Morales in sod., 2006). Pri tem ima 
pomembno vlogo vodni kanal AQP4 (Benfenati in sod., 2011), ki se izraža v različnih 
izooblikah (Jung in sod., 1994b; Moe in sod., 2008). Za izoobliki AQP4a in AQP4c je bilo 
dokazano, da vplivata na spreminjanje volumna v mišjih astrocitih (Mola in sod., 2016), za 
ostale izooblike pa vpliv na spremembe celičnega volumna še ni znan. Raziskali smo, 
kakšen vpliv imajo izooblike AQP4b, AQP4d in AQP4e na uravnavanje celičnega 
volumna v primarni kulturi podganjih astrocitov v hipoosmotskih razmerah. Glede na to, 
da je AQP4e prisoten v celični membrani astrocitov (Moe in sod., 2008; Potokar in sod., 
2013a), smo predvidevali, da bo prisotnost te izooblike vplivala na spremembe celičnega 
volumna. Za izoobliki AQP4b in AQP4d smo predvidevali, da ne bosta imeli vpliva na 
uravnavanje volumna astrocitov, saj je bilo predpostavljeno, da sta prisotni predvsem 
znotrajcelično (Moe in sod., 2008). 
 
Spremembe celičnega volumna smo merili s pomočjo barvila sulforodamin 101 (SR101), 
ki ga privzemajo astrociti (Nimmerjahn in sod., 2004). Spremembe celičnega volumna so 
se odražale v spremenjeni intenziteti SR101 (Slika 4A). Celice, v katere nismo vnesli 
plazmidnih DNA, ki kodirajo posamezne izooblike AQP4 (kontrola), in celice, ki so 
izražale AQP4b-EGFP, AQP4d-EGFP in AQP4e-EGFP, smo označili z barvilom SR101 in 
izpostavili izoosmolarnemu ali hipoosmolarnemu mediju. Pri celicah, ki so bile 
izpostavljene izoosmolarnemu mediju, ni prišlo do bistvenih sprememb v celičnem 
volumnu (Slika 4Bi, Slika 5Ai, Slika 6Ai). Nasprotno so celice, ki so bile izpostavljene 
hipoosmolarnemu mediju, začele hitro nabrekati, čemur je sledilo počasnejše 
normaliziranje volumna (Slika 4Bii, Slika 5Aii, Slika 6Aii). Celice, ki so izražale AQP4b-
EGFP, AQP4d-EGFP in AQP4e-EGFP, so se različno odzivale na hipoosmotske razmere. 
Od kontrolnih celic, ki so nativno izražale AQP4, se je najbolj razlikoval odziv celic, ki so 
izražale AQP4e-EGFP. V teh celicah so bile spremembe celičnega volumna hitrejše v 
primerjavi s kontrolnimi netransfeciranimi celicami (Slika 4C). V celicah, v katere smo 
vnesli pDNA, ki kodira AQP4e-EGFP, je bila časovna konstanta faze nabrekanja značilno 
manjša (P < 0,001; t-test) kot v kontrolnih celicah (Slika 4Di). Te celice so nabrekale kar za 
43 % hitreje, vendar pa se je hitreje sprožil tudi mehanizem RVD. Tako so te celice 
nabreknile značilno manj (P = 0,026; Mann-Whitneyev U-test) kot kontrolne celice, in 
sicer za 22 % manj (Slika 4E). V celicah, ki so izražale AQP4e-EGFP, je bila tudi faza 
RVD v primerjavi s kontrolnimi celicami, hitrejša za 48 % (P = 0,004; Mann-Whitneyev 
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U-test; Slika 4Cii). To se je odražalo tudi v učinkovitosti normaliziranja volumna, saj se je 
celični volumen v celicah, ki so izražale AQP4e-EGFP, po 90 s zmanjšal kar za 54 % 
učinkovitejše (P = 0,003; Mann-Whitneyev U-test) kot pri kontroli (Slika 4F). Ti rezultati 
potrjujejo hipotezo, da ima AQP4e pomemben vpliv na spremembe celičnega volumna. 
 
 
Slika 4: Astrociti s čezmernim izražanjem AQP4e nabrekajo v hipoosmotskih razmerah hitreje, 
vendar v manjšem obsegu. 
(A) Astrocit, označen s citosolnim barvilom sulforodamin 101 (SR101) pred (t = 22 s) in po stimulaciji s 
hipoosmolarno raztopino (t = 46 s in t = 90 s). Slike so bile posnete s konfokalnim mikroskopom. Grafi 
poleg slik predstavljajo intenzitetni profil fluorescence vzdolž premice, ki je narisana čez celico. Siva krivulja 
označuje intenziteto fluorescence pred stimulacijo (t = 22 s), črna pa po stimulaciji (t = 46 s in t = 90 s). 
Merila: 20 µm. (B) Na grafih so prikazani povprečni poteki relativnih sprememb volumna, ki smo jih dobili z 
merjenjem povprečne fluorescence SR101 v ~ 1 m debeli optični rezini v ekvatorialni ravnini kontrolnih 
celic (Kontrola) in celic, ki so izražale AQP4e-EGFP (AQP4e), v izoosmotskih (Izo; Bi) in hipoosmotskih 
razmerah (Hipo; Bii). (C) Povečan graf iz slike Bii prikazuje spremembe volumna v astrocitih po dodatku 
hipoosmolarne raztopine (označeno s črtkano črto). Spremembe volumna so bile hitrejše v celicah, ki so 
izražale AQP4e-EGFP, ki so tudi manj nabrekale in imele boljše okrevanje volumna. (D) Povprečna časovna 
konstanta faze nabrekanja celic (Di) je bila značilno manjša v celicah, ki so izražale AQP4e-EGFP, kot v 
kontrolnih celicah. Faza RVD (Dii) je bila hitrejša v celicah z izraženim AQP4e-EGFP kot v kontrolnih 
celicah. (E) Največja izmerjena sprememba volumna (Vmaks.), je bila manjša pri celicah, ki so izražale 
AQP4e-EGFP. (F) V fazi RVD je bilo okrevanje celičnega volumna, izmerjeno kot razlika med 
maksimalnim volumnom in volumnom po 90 s (Vt=90s), boljše v celicah z izraženim AQP4e-EGFP. Števila 
v oklepajih in na dnu stolpcev predstavljajo število analiziranih celic, ki so bile izolirane iz 6 (Kontrola) oz. 2 
(AQP4e) živali. Podatki so podani kot povprečje ± standardna napaka. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 
Figure 4: Astrocytes overexpressing AQP4e swell faster, but the increase in cell volume is smaller in 
hypoosmotic conditions. 
(A) An astrocyte labeled by cytosolic sulforhodamine 101 dye (SR101), before (t = 22 s) and after 
stimulation with hypotonic solution (t = 46 s and t = 90 s). Images were recorded with a confocal 
microscope. Graphs adjacent to the micrographs represent fluorescence intensity profiles obtained along the 
line denoted in respective micrographs. Gray curve represents fluorescence intensity profile before 
stimulation (t = 22 s). Scale bars: 20 µm. (B) The average relative volume changes, obtained by measuring 
the average fluorescence intensity of SR101 in the equatorial plane of the cell, in control untransfected 
(Kontrola) and in AQP4e-EGFP-overexpressing (AQP4e) astrocytes in isoosmotic (Izo; Bi) and hypoosmotic 
conditions (Hipo; Bii). (C) The enlarged graph (shown in Bii) shows the volume changes in astrocytes after 
the application of hypotonic solution (represented by the dashed line). The volume changes were faster in 
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cells overexpressing AQP4e-EGFP, which had also smaller peak of the swelling response and better volume 
recovery. (D) The time constant of the swelling phase (Di) was significantly lower in cells overexpressing 
AQP4e-EGFP than in control untransfected cells. The time constant of the RVD phase (Dii) occurred faster in 
transfected cells than in control untransfected cells. (E) Maximal amplitude of the volume increase (Vmaks.) 
was smaller in cells overexpressing AQP4e-EGFP. (F) Recovery of the cell volume at 90 s (Vt=90s) in the 
RVD phase was higher in cells overexpressing AQP4e-EGFP. The numbers in the brackets or at the bottom 
of the bars represent the number of cells analyzed, isolated from 6 (Kontrola) and 2 (AQP4e) animals. Data is 
presented as average ± standard error. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 
 
Volumen astrocitov, ki so izražali AQP4b-EGFP, pa se v hipoosmotskih razmerah ni 
bistveno razlikoval od kontrolnih celic (Slika 5B), kar kaže na to, da AQP4b ni udeležen v 
mehanizme uravnavanja celičnega volumna. Časovna konstanta faze nabrekanja je bila 
enaka (P = 0,954; t-test) v celicah, ki so izražale AQP4b-EGFP in v kontrolnih celicah 
(Slika 5Ci). Tudi obseg nabrekanja se v hipoosmotskih razmerah ni značilno razlikoval (P 
= 0,447; Mann-Whitneyev U-test; Slika 5D). Sledila je faza RVD, ki je bila v celicah, ki so 
izražale AQP4b-EGFP, sicer malo hitrejša kot pri kontrolnih celicah, vendar razlika ni bila 
statistično značilna (P = 0,505; Mann-Whitneyev U-test; Slika 5Cii). Tudi stopnja 
normaliziranja celičnega volumna po 90 s je bila primerljiva (P = 0,844; Mann-Whitneyev 
U-test) med kontrolnimi celicami in celicami, ki so izražale AQP4b-EGFP (Slika 5E). 
 
 
Slika 5: Čezmerno izražanje AQP4b ne vpliva na spremembo volumna astrocitov v hipoosmotskih 
razmerah. 
(A) Prikazane so povprečne relativne spremembe volumna, ki smo jih dobili z merjenjem povprečne 
fluorescence sulforodamina 101 (SR101) v kontrolnih celicah (Kontrola) in v celicah, ki so izražale AQP4b-
EGFP (AQP4b), v izoosmotskih (Izo; Ai) in hipoosmotskih razmerah (Hipo; Aii). (B) Povečan graf iz slike Aii 
prikazuje spremembe volumna v astrocitih po dodatku hipoosmolarne raztopine (označeno s črtkano črto). Po 
dodatku hipoosmolarne raztopine (označeno s črtkano črto) so bile spremembe celičnega volumna podobne v 
celicah, ki so izražale AQP4b-EGFP in v kontrolnih celicah. (C) Povprečna časovna konstanta faze 
nabrekanja celic (Ci) se med celicami, ki so izražale AQP4b-EGFP in kontrolnimi celicami ni značilno 
razlikovala, prav tako tudi časovna konstanta faze RVD (Cii). (D) Največja izmerjena sprememba volumna 
(Vmaks.) in (E) okrevanje celičnega volumna pri času 90 s (Vt=90s) v fazi RVD se nista značilno razlikovali 
med celicami, ki so izražale AQP4b-EGFP in kontrolnimi celicami. Števila v oklepajih in na dnu stolpcev 
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predstavljajo število analiziranih celic, ki so bile izolirane iz 6 (Kontrola) oz. 3 (AQP4b) živali. Podatki so 
podani kot povprečje ± standardna napaka. 
Figure 5: Overexpressing AQP4b doesn't affect the volume change in astrocytes in hypoosmotic 
conditions. 
(A) The average relative volume changes, obtained by measuring the average fluorescence intensity of 
sulforhodamine 101 (SR101) in control untransfected (Kontrola) and in AQP4b-EGFP-overexpressing 
(AQP4b) astrocytes in isoosmotic (Izo; Ai) and hypoosmotic conditions (Hipo; Aii). (B) The enlarged graph 
(shown in Aii) shows the volume changes in astrocytes after the application of hypotonic solution 
(represented by the dashed line). The volume changes were similar in cells overexpressing AQP4b-EGFP and 
in control cells. (C) The time constant of the swelling phase (Ci) was similar in cells overexpressing AQP4b-
EGFP and in control untransfected cells. The same applies for the time constant of the RVD phase (Cii). (D) 
Maximal amplitude of the volume increase (Vmaks.) and (E) recovery of the cell volume at 90 s (Vt=90s) in 
the RVD phase were not significantly different between groups. The numbers in the brackets or at the bottom 
of the bars represent the number of cells analyzed, isolated from 6 (Kontrola) and 3 (AQP4b) animals. Data is 
presented as average ± standard error. 
 
Odziv astrocitov, ki so izražali AQP4d-EGFP, se je v hipoosmotskih razmerah nekoliko 
razlikoval od odziva kontrolnih celic (Slika 6B), vendar v manjši meri kot odziv, ki smo ga 
izmerili v astrocitih, ki so izražali AQP4e-EGFP (Slika 4C). Celice, ki so izražale AQP4d-
EGFP, so nabrekale značilno hitreje od kontrolnih celic, in sicer za 23 % (P = 0,007; t-test; 
Slika 6Ci). Poleg tega je bila, v celicah, ki so izražale AQP4d-EGFP, po dodatku 
hipoosmolarne raztopine malo večja tudi največja sprememba volumna kot v kontrolnih 
celicah (Slika 6D), ampak razlika ni bila statistično značilna (P = 0,232; Mann-Whitneyev 
U-test). Tudi faza RVD se v celicah, ki so izražale AQP4d-EGFP, ni značilno razlikovala 
od kontrolnih celic (P = 0,272; Mann-Whitneyev U-test; Slika 6Cii). Enak trend se je 
pokazal pri učinkovitosti normaliziranja celičnega volumna. V celicah, ki so izražale 
AQP4d-EGFP, se je, v primerjavi s kontrolnimi celicami, volumen v fazi RVD zmanjšal v 
večjem obsegu (Slika 6E), a razlika ni bila značilna (P = 0,577; Mann-Whitneyev U-test). 
Iz tega lahko zaključimo, da AQP4d kljub predpostavki, da zaradi znotrajceličnega 
izražanja naj ne bi imel pomembnega vpliva na spremembe celičnega volumna, v manjšem 
obsegu vpliva na nabrekanje astrocitov. V primerjavi z vplivom izooblike AQP4e (Slika 4) 
je vpliv AQP4d sicer znatno manjši (Slika 6), predvsem pa za razliko od AQP4e ne vpliva 
na mehanizem za uravnavanje celičnega volumna, ki sledi nabrekanju astrocitov. 
 
Iz danih rezultatov lahko povzamemo, da ima predvsem AQP4e pomembno vlogo pri 
nabrekanju in uravnavanju celičnega volumna astrocitov. Celice, ki so izražale AQP4e-
EGFP, so hitreje nabrekale v hipoosmotskih razmerah, a v manjšem obsegu in z 
učinkovitejšim normaliziranjem celičnega volumna kot kontrolne celice (Slika 7). Pri 
celicah, ki so izražale AQP4b-EGFP, v hipoosmotskih razmerah ni prišlo do bistvenih 
sprememb v celičnem volumnu v primerjavi s kontrolnimi celicami. Za izoobliko AQP4d 
pa se je izkazalo, da ima majhen vpliv na nabrekanje celic, medtem ko na mehanizem 
RVD nima vpliva. Za AQP4b lahko zaključimo, da nima neposredne vloge v uravnavanju 
celičnega volumna astrocitov, medtem ko ima AQP4d vlogo pri nabrekanju celic, ne pa pri 
uravnavanem zmanjšanju celičnega volumna v hipoosmotskih razmerah. 
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Slika 6: Astrociti s čezmernim izražanjem AQP4d nabrekajo hitreje, vendar to ne vpliva bistveno na 
spremembo celičnega volumna v hipoosmotskih razmerah. 
(A) Grafa prikazujeta povprečne relativne spremembe volumna, ki smo jih dobili z merjenjem povprečne 
fluorescence sulforodamina 101 (SR101) v kontrolnih celicah (Kontrola) in v celicah, ki so izražale AQP4d-
EGFP (AQP4d), v izoosmotskih (Izo; Ai) in hipoosmotskih razmerah (Hipo; Aii). (B) Povečan graf iz slike Aii 
prikazuje spremembe volumna v astrocitih po dodatku hipoosmolarne raztopine (označeno s črtkano črto). 
Celice, ki so izražale AQP4d-EGFP, so hitreje nabrekale kot kontrolne celice. (C) Povprečna časovna 
konstanta faze nabrekanja celic (Ci) je bila značilno manjša v celicah, ki so izražale AQP4d-EGFP, kot v 
kontrolnih celicah, medtem ko se faza RVD (Cii) ni značilno razlikovala med skupinama. (D) Največja 
sprememba volumna (Vmaks.) in (E) okrevanje celičnega volumna pri času 90 s (Vt=90s) v fazi RVD se nista 
značilno razlikovali med celicami, ki so izražale AQP4d-EGFP in kontrolo. Števila v oklepajih in na dnu 
stolpcev predstavljajo število analiziranih celic, ki so bile izolirane iz 6 (Kontrola) oz. 4 (AQP4d) živali. 
Podatki so podani kot povprečje ± standardna napaka. **P < 0,01 
Figure 6: Astrocytes overexpressing AQP4d swell faster, but this doesn't significantly affect the cell 
volume change in hypoosmotic conditions. 
(A) Graphs represent the average relative volume changes, obtained by measuring the average fluorescence 
intensity of sulforhodamine 101 (SR101) in control untransfected cells (Kontrola) and in AQP4d-EGFP-
overexpressing (AQP4d) astrocytes in isoosmotic (Izo; Ai) and hypoosmotic conditions (Hipo; Aii). (B) The 
enlarged graph (shown in Aii) shows the volume changes in astrocytes after the application of hypotonic 
solution (represented by the dashed line). The swelling phase was faster in cells overexpressing AQP4d-
EGFP. (C) The time constant of the swelling phase (Ci) was significantly lower in cells overexpressing 
AQP4d-EGFP than in control untransfected cells. On the other hand, the time constant of the RVD phase 
(Cii) was not significantly different between the groups. (D) Maximal amplitude of the volume increase 
(Vmaks.) and (E) recovery of the cell volume at 90 s (Vt=90s) in the RVD phase were not significantly 
different between groups. The numbers in the brackets or at the bottom of the bars represent the number of 
cells analyzed, isolated from 6 (Kontrola) and 4 (AQP4d) animals. Data is presented as average ± standard 
error. **P < 0.01 
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Slika 7: Shematski prikaz sprememb celičnega volumna astrocitov s čezmernim izražanjem AQP4e v 
hipoosmotskih razmerah. (Lisjak in sod., 2017) 
Astrociti začnejo v hipoosmotskih razmerah (označeno s svetlo sivo) hitro nabrekati (povečanje volumna), 
čemur sledi uravnavano zmanjšanje volumna (RVD). Oba procesa sta hitrejša v celicah, ki čezmerno izražajo 
AQP4e. Največji volumen, izmerjen ob zaključku faze nabrekanja, je bil manjši v celicah, ki so izražale 
AQP4e-EGFP, v primerjavi s kontrolnimi (Nativni AQP4) celicami (V2 < V1; spremembe celičnega 
volumna v različnih fazah lahko opazimo tudi s primerjavo celične površine, označene s temno sivo, v 
primerjavi z začetnim celičnim volumnom (bela barva)). Poleg tega je bilo zmanjšanje volumna v fazi RVD 
učinkovitejše v celicah, ki so izražale AQP4e, v primerjavi s kontrolnimi celicami. 
Figure 7: A schematic drawing of volume changes in astrocytes overexpressing AQP4e in hypoosmotic 
conditions. (Lisjak et al., 2017) 
Astrocytes in hypoosmotic conditions (marked by light gray) respond by rapid swelling (povečanje volumna) 
and by subsequent regulatory volume decrease (RVD), both of which are faster in cells overexpressing 
AQP4e (Izražanje AQP4e). The maximal volume increase at the end of the swelling phase is smaller in cells 
overexpressing AQP4e compared with nontransfected (Nativni AQP4) cells (V2 < V1; changes in cell 
volume in different phases can also be observed by comparing the cell area in dark gray with the initial cell 
volume in white). In addition, the recovery of the cell volume during the RVD phase was higher in cells 
overexpressing AQP4e compared with nontransfected cells. 
 
 
4.2 AQP4b IN AQP4d VPLIVATA NA POJAVNOST ORTOGONALNIH SKUPKOV V 
CELIČNI MEMBRANI ASTROCITOV 
 
AQP4b in AQP4d sta predvsem znotrajcelični izoobliki (Moe in sod., 2008; Potokar in 
sod., 2013a), katerih vloga v astrocitih je še nejasna. Pred kratkim je bila odkrita nova 
izooblika AQP4, imenovana AQP4-Δ4, ki je tako kot AQP4b in AQP4d prisotna na 
znotrajceličnih predelkih in ne prevaja vode (De Bellis in sod., 2014). Za AQP4-Δ4 so 
odkrili, da vpliva na izražanje AQP4 tako, da se zmanjša pojavnost AQP4 v celični 
membrani, s tem pa je zmanjšan tudi transport vode skozi membrano (De Bellis in sod., 
2014). Glede na to, da imata AQP4b in AQP4d verjetno podobno znotrajcelično 
razporeditev kot AQP4-Δ4, smo preverili, ali lahko vplivata na pojavnost ortogonalnih 
skupkov v celični membrani astrocitov. Rezultate smo primerjali s celicami, ki so izražale 
AQP4e-EGFP in s kontrolnimi celicami. 
 
Astrocite, ki so izražali AQP4b-EGFP, AQP4d-EGFP in AQP4e-EGFP, ter kontrolne 
astrocite smo označili s protitelesi NMO-IgG (Slika 8Ai), ki označujejo ortogonalne skupke 
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v celični membrani, ter jih izpostavili izoosmolarni ali hipoosmolarni raztopini. V 
izoosmotskih razmerah je bila največja gostota ortogonalnih skupkov v celicah, ki so 
izražale AQP4e-EGFP, najmanjša pa v celicah, ki so izražale AQP4b-EGFP in AQP4d-
EGFP (Slika 8Aii). Celice, ki so izražale AQP4e-EGFP, so imele značilno večjo (P < 0,001; 
t-test, Mann-Whitneyev U-test) gostoto ortogonalnih skupkov od kontrolnih celic in celic, 
ki so izražale AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP (Slika 8B). Celice, ki so izražale AQP4e-
EGFP, so imele za 61 % večjo gostoto ortogonalnih skupkov od kontrolnih celic in kar za 
159 % oz. 154 % večjo gostoto od celic, ki so izražale AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP. 
Celice, ki so izražale AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP, so imele značilno manj (AQP4b: P 
= 0,004; AQP4d: P = 0,005; Mann-Whitneyev U-test) ortogonalnih skupkov tudi od 
kontrolnih celic, in sicer za ~ 37 % manj (Slika 8B). Ti rezultati potrjujejo, da imata 
AQP4b in AQP4d vpliv na pojavnost ortogonalnih skupkov v celičnih membranah 
astrocitov. 
 
Gostota ortogonalnih skupkov se je v izoosmotskih razmerah razlikovala med astrociti, ki 
so izražali različne izooblike AQP4. Zanimalo nas je, ali se bo ta razlika ohranila tudi po 
stimulaciji s hipoosmolarno raztopino. Po 2-minutni izpostavitvi hipoosmotskim razmeram 
smo v vseh skupinah opazili trend prehodnega zmanjšanja gostote ortogonalnih skupkov, 
ki se je po 10-minutni stimulaciji normaliziral (Slika 8B). Ta trend je bil statistično 
značilen le v kontrolnih celicah (P = 0,021; Kruskal-Wallisov test) in celicah, ki so izražale 
AQP4e-EGFP (P < 0,001; ANOVA), medtem ko je bil v celicah, ki so izražale AQP4b-
EGFP (P = 0,638; Kruskal-Wallisov test) in AQP4d-EGFP (P = 0,360; Kruskal-Wallisov 
test), neznačilen. Gostota ortogonalnih skupkov se je zmanjšala po 2-minutni izpostavitvi 
hipoosmotskim razmeram, in sicer v kontrolnih celicah za 30 %, v celicah, ki so izražale 
AQP4e-EGFP, pa za 32 % v primerjavi s celicami v izoosmotskih razmerah (Slika 8B). 
Hipoosmotske razmere so torej vplivale na gostoto ortogonalnih skupkov v kontrolnih 
celicah in celicah, ki so izražale AQP4e-EGFP, v celicah, ki so izražale AQP4b-EGFP in 
AQP4d-EGFP, pa takšnega vpliva ni bilo. 
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Slika 8: Astrociti s čezmernim izražanjem AQP4b in AQP4d imajo manj ortogonalnih skupkov v 
celičnih membranah. 
(Ai) Astrocit (Kontrola), označen s primarnimi protitelesi NMO-IgG, ki označujejo ortogonalne skupke 
(rdeča fluorescenca), ter astrociti, ki so izražali AQP4e-EGFP, AQP4b-EGFP oz. AQP4d-EGFP (zelena 
fluorescenca) in smo jih označili s protitelesi NMO-IgG. Slike so bile posnete s superločljivostno 
mikroskopijo SIM v izoosmotskih razmerah (-). Merila: 10 µm. (Aii) Isti astrociti kot na sliki Ai z označenimi 
ortogonalnimi skupki. Celice, ki so izražale AQP4e-EGFP, so imele bistveno več ortogonalnih skupkov v 
celični membrani kot celice, ki so izražale AQPb-EGFP oz. AQP4d-EGFP. (B) Na grafih je prikazana 
gostota ortogonalnih skupkov (OAP) na površini celic, in sicer v netretiranih celicah (-) in v celicah, ki so 
bile 2 oz. 10 minut izpostavljene hipoosmotskim razmeram (Hipo). Med netretiranimi celicami so imele 
največjo gostoto OAP-jev celice, ki so izražale AQP4e-EGFP, najmanj pa celice, ki so izražale AQP4b-
EGFP in AQP4d-EGFP. V kontrolnih celicah in v celicah, ki so izražale AQP4e-EGFP, se je gostota OAP-
jev prehodno zmanjšala po 2-minutni izpostavljenosti hipoosmotskim razmeram. V celicah, ki so izražale 
AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP, pa se gostota OAP-jev ni značilno spremenila po stimulaciji s 
hipoosmolarno raztopino. Števila na dnu stolpcev predstavljajo število analiziranih celic, ki so bile izolirane 
iz 4 (Kontrola), 2 (AQP4e) oz. 3 (AQP4b, AQP4d) živali. Podatki so podani kot povprečje ± standardna 
napaka. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 
Figure 8: Astrocytes overexpressing AQP4b and AQP4d have less orthogonal arrays of particles in the 
plasma membrane. 
(Ai) Astrocyte (Kontrola) labeled with primary NMO-IgG antibodies which label orthogonal arrays of 
particles (red fluorescence), and astrocytes overexpressing AQP4e-EGFP, AQP4b-EGFP or AQP4d-EGFP 
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(green fluorescence) and labeled with NMO-IgG antibodies. Images were recorded with superresolution SIM 
microscopy in isoosmotic conditions (-). Scale bars: 10 µm. (Aii) Micrographs of the same astrocytes as in Ai 
with labeled orthogonal arrays of particles. Cells overexpressing AQP4e-EGFP had more orthogonal arrays 
of particles in the plasma membrane than cells overexpressing AQPb-EGFP or AQP4d-EGFP. (B) The 
graphs show the density of orthogonal arrays of particles (OAPs) per cell surface in untreated cells (-) and 
cells that were exposed to hypoosmotic conditions (Hipo) for 2 or 10 minutes. Among untreated cells the 
highest density of OAPs cells were detected in cells overexpressing AQP4e-EGFP. On the other hand, cells 
overexpressing AQP4b-EGFP and AQP4d-EGFP had the lowest density of OAPs. The OAPs density in 
controls and cells overexpressing AQP4e-EGFP was transiently decreased after 2 minutes of hypoosmotic 
stimulation. The OAPs densities in cells overexpressing AQP4b-EGFP and AQP4d-EGFP did not 
significantly differ after hypoosmotic stimulation. The numbers at the bottom of the bars represent the 
number of cells analyzed, isolated from 4 (Kontrola), 2 (AQP4e) and 3 (AQP4b, AQP4d) animals. Data is 
presented as average ± standard error. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 
 
 
Celice, ki so izražale AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP, so imele manj ortogonalnih skupkov 
v celični membrani (Slika 8), a so bile kljub temu sposobne dobro uravnavati celični 
volumen (Slika 5, Slika 6) v hipoosmotskih razmerah. Na uravnavanje transporta vode 
skozi membrano lahko poleg gostote ortogonalnih skupkov v celični membrani, vpliva tudi 
njihova velikost. Zato nas je zanimalo, kako se ta spreminja v hipoosmotskih razmerah in 
ali se razlikuje med celicami, ki so izražale različne izooblike AQP4. V izoosmotskih 
razmerah so imeli astrociti, ki so izražali AQP4d-EGFP, značilno večje površine 
ortogonalnih skupkov od kontrolnih celic (P = 0,011; t-test) in celic, ki so izražale AQP4e-
EGFP (P = 0,032; Mann-Whitney U-test). Velikosti ortogonalnih skupkov celic, ki so 
izražale AQP4d-EGFP in AQP4b-EGFP pa se med seboj niso značilno razlikovale (P = 
0,531; t-test; Slika 9). Tudi v celicah, ki so izražale AQP4b-EGFP, so bili ortogonalni 
skupki večji kot v kontrolnih celicah (P = 0,115; t-test) in v celicah, ki so izražale AQP4e-
EGFP (P = 0,340; t-test), vendar razlika ni bila značilna (Slika 9). V hipoosmotskih 
razmerah pa je prišlo do značilnega povečanja (P < 0,001; ANOVA, Holm-Sidakov post 
hoc test) površin ortogonalnih skupkov le v kontrolnih celicah po 10-minutni 
izpostavljenosti hipoosmotskim razmeram, v primerjavi s kontrolnimi celicami v 
izoosmotskih razmerah in po 2-minutni stimulaciji (Slika 9). Ortogonalni skupki v 
kontrolnih celicah, ki so bile 10 minut izpostavljene hipoosmotskim razmeram, so bili za 
20 % večji kot v celicah v izoosmotskih razmerah. V celicah, ki so izražale AQP4e-EGFP 
(P = 0,364; Kruskal-Wallisov test), AQP4b-EGFP (P = 0,690; Kruskal-Wallisov test) in 
AQP4d-EGFP (P = 0,861; Kruskal-Wallisov test), se velikosti ortogonalnih skupkov niso 
značilno spremenile v hipoosmotskih razmerah. 
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Slika 9: Površina ortogonalnih skupkov je največja v astrocitih s čezmernim izražanjem AQP4d in se v 
hipoosmotskih razmerah ne spremeni. 
V astrocitih, ki so izražali AQP4d-EGFP, je bila povprečna površina ortogonalnih skupkov (OAP) v 
nestimuliranih razmerah (-) značilno največja (Kontrola: 0,033 ± 0,001 µm2; AQP4e: 0,034 ± 0,001 µm2; 
AQP4b: 0,035 ± 0,001 µm2; AQP4d: 0,036 ± 0,001 µm2). Velikost OAP-jev v astrocitih, ki so izražali 
AQP4e-EGFP, AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP, se v hipoosmotskih razmerah (Hipo) ni značilno spremenila, 
medtem ko se je v kontrolnih celicah značilno povečala po 10-minutni izpostavljenosti hipoosmotskim 
razmeram. Števila na dnu stolpcev predstavljajo število analiziranih celic, ki so bile izolirane iz 4 (Kontrola), 
2 (AQP4e) oz. 3 (AQP4b, AQP4d) živali. Podatki so podani kot povprečje ± standardna napaka. *P < 0.05; 
***P < 0.001 
Figure 9: The area of orthogonal arrays of particles is the highest in astrocytes with overexpression of 
AQP4d and does not change in hypoosmotic conditions. 
Astrocytes overexpressing AQP4d-EGFP had the largest average area of orthogonal arrays of particles 
(OAPs) among untreated cells (-) (Kontrola: 0.033 ± 0.001 µm2; AQP4e: 0.034 ± 0.001 µm2; AQP4b: 0.035 
± 0.001 µm2; AQP4d: 0.036 ± 0.001 µm2). The size of OAPs did not significantly change in astrocytes 
overexpressing AQP4e-EGFP, AQP4b-EGFP or AQP4d-EGFP in hypoosmotic conditions (Hipo), while it 
increased in controls after 10 minutes of hypoosmotic stimulation. The numbers at the bottom of the bars 
represent the number of cells analyzed, isolated from 4 (Kontrola), 2 (AQP4e) and 3 (AQP4b, AQP4d) 
animals. Data is presented as average ± standard error. *P < 0.05; ***P < 0.001 
 
Rezultati so pokazali, da izoobliki AQP4b in AQP4d vplivata na gostoto ortogonalnih 
skupkov v celičnih membranah astrocitov, in sicer se ta zmanjša (Slika 8). Poleg tega 
izražanje AQP4d-EGFP vpliva tudi na velikost ortogonalnih skupkov, ki so bili večji kot v 
kontrolnih celicah in celicah, ki so izražale AQP4e-EGFP (Slika 9). Kot kaže, imata lahko 
AQP4b in AQP4d posreden vpliv na uravnavanje volumna v astrocitih, preko zmanjšanja 
števila ortogonalnih skupkov v celični membrani, AQP4d pa tudi preko povečanja velikosti 
skupkov. V hipoosmotskih razmerah pa se v časovnem okvirju desetih minut gostota in 
velikost ortogonalnih skupkov v celicah, ki so izražale AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP, 
niso spremenile v primerjavi z izoosmotskimi razmerami. 
 
 
4.3 RAZPOREDITEV AQP4b IN AQP4d V ZNOTRAJCELIČNIH PREDELKIH 
 
Dosedanje raziskave so pokazale, da sta AQP4b in AQP4d prisotna predvsem v 
znotrajceličnih predelkih (Moe in sod., 2008; Potokar in sod., 2013a). Potrjena je bila 
prisotnost obeh izooblik v Golgijevem aparatu (Moe in sod., 2008; Potokar in sod., 2013a), 
za AQP4d pa tudi v lizosomih (Potokar in sod., 2013a). Ali se v hipoosmotskih razmerah 
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spremeni znotrajcelična razporeditev AQP4b in AQP4d, še ni bilo raziskano. V Potokar in 
sod. (2013a) so poročali, da se v hipoosmotskih razmerah prehodno poveča delež AQP4 v 
membrani. Prenos AQP4 na tarčna mesta je uravnavan s transportom mešičkov. V 
patoloških razmerah (ishemija, možganske poškodbe in vnetja, možganski edem) različni 
sprožilci povzročijo spremembe v mobilnosti mešičkov (Potokar in sod., 2013b), kar se 
lahko odraža v različni celični razporeditvi beljakovin, ki jih mešički transportirajo. Zato 
smo predvidevali, da se bo razporeditev AQP4b in AQP4d v znotrajceličnih predelkih 
spremenila v hipoosmotskih razmerah. Poleg tega nas je zanimalo, ali AQP4b in AQP4d 
vplivata na volumen znotrajceličnih predelkov v hipoosmotskih razmerah, kar smo 
preverili z merjenjem površin znotrajceličnih predelkov z AQP4b in AQP4d. 
 
 
Slika 10: Kolokalizacija AQP4b v znotrajceličnih predelkih astrocitov. 
(A, B, C) Posamezni astrociti, ki so izražali AQP4b-EGFP (zelena fluorescenca) in smo jih označili s 
primarnimi protitelesi proti LAMP1, EEA1 oz. GM130 (rdeča fluorescenca) ter fluorescentnimi 
sekundarnimi protitelesi. Z LAMP1 so označeni lizosomi, z EEA1 zgodnji endosomi in z GM130 Golgijev 
aparat. V tretjem stolpcu je prikazano prekrivanje obeh signalov (bela), v zadnjih panelih pa le kolokalizirani 
signali (bela). Slike so bile posnete s superločljivostno mikroskopijo SIM v izoosmotskih razmerah. Merila: 
10 µm. 
Figure 10: Colocalization of AQP4b in intracellular compartments in astrocytes. 
(A, B, C) Single astrocytes overexpressing AQP4b-EGFP (green fluorescence), and labeled with primary 
antibodies against LAMP1, EEA1 and GM130 (red fluorescence) and fluorescent secondary antibodies. 
LAMP1 are markers for lyzosomes, EEA1 for early endosomes and GM130 for Golgi apparatus. The third 
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column shows superimposed signals (white) and the last panels show only colocalized signals (white). 
Images were recorded with superresolution SIM microscopy in isoosmotic conditions. Scale bars: 10 µm. 
 
Najprej smo izmerili, kakšna je razporeditev AQP4b in AQP4d v znotrajceličnih predelkih 
v izoosmotskih razmerah (kontrola). Astrocite, ki so izražali AQP4b-EGFP in AQP4d-
EGFP, smo označili s protitelesi proti LAMP1, EEA1 in GM130. LAMP1 označujejo 
lizosome, EEA1 zgodnje endosome, GM130 pa Golgijev aparat. AQP4b-EGFP in AQP4d-
EGFP sta bila najbolj zastopana v zgodnjih endosomih (Slika 10B, Slika 11B) in 
Golgijevem aparatu (Slika 10C, Slika 11C), najmanj pa v lizosomih (Slika 10A, Slika 11A). 
 
 
Slika 11: Kolokalizacija AQP4d v znotrajceličnih predelkih astrocitov. 
(A, B, C) Posamezni astrociti, ki so izražali AQP4d-EGFP (zelena fluorescenca) in smo jih označili s 
primarnimi protitelesi proti LAMP1, EEA1 oz. GM130 (rdeča fluorescenca) ter fluorescentnimi 
sekundarnimi protitelesi. Z LAMP1 so označeni lizosomi, z EEA1 zgodnji endosomi in z GM130 Golgijev 
aparat. V tretjem stolpcu je prikazano prekrivanje obeh signalov (bela), v zadnjih panelih pa le kolokalizirani 
signali (bela). Slike so bile posnete s superločljivostno mikroskopijo SIM v izoosmotskih razmerah. Merila: 
10 µm. 
Figure 11: Colocalization of AQP4d in intracellular compartments in astrocytes. 
(A, B, C) Single astrocytes overexpressing AQP4d-EGFP (green fluorescence) and labeled with primary 
antibodies against LAMP1, EEA1 and GM130 (red fluorescence) and fluorescent secondary antibodies. 
LAMP1 are markers for lyzosomes, EEA1 for early endosomes and GM130 for Golgi apparatus. The third 
column shows superimposed signals (white) and the last panels show only colocalized signals (white). 
Images were recorded with superresolution SIM microscopy in isoosmotic conditions. Scale bars: 10 µm. 
 
40 
Lisjak M. Vloga akvaporina 4 v uravnavanju volumna astrocitov. 
 Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
V naslednjem koraku nas je zanimalo, če se v hipoosmotskih razmerah spremeni 
znotrajcelična razporeditev AQP4b in AQP4d. Celice, ki so izražale AQP4b-EGFP in 
AQP4d-EGFP, smo izpostavili hipoosmotskim razmeram in jih označili s protitelesi proti 
LAMP1, EEA1 in GM130. Nato smo izmerili kolokalizacijo signalov, in sicer smo jo 
izračunali kot delež prekrivajočih signalov glede na število mikrodomen z AQP4. V 
izoosmotskih razmerah je bilo največ AQP4b-EGFP prisotnega v zgodnjih endosomih 
(približno desetina) in Golgijevem aparatu, najmanj pa v lizosomih (Slika 12). Podobno 
razporeditev v znotrajceličnih predelkih smo opazili tudi pri izoobliki AQP4d-EGFP (Slika 
12). V omenjenih celičnih predelkih smo izmerili višji delež AQP4d-EGFP kot AQP4b-
EGFP, značilno razliko (P < 0,001; Mann-Whitneyev U-test) pa smo opazili le v zgodnjih 
endosomih, in sicer za 92 %. 
 
 
Slika 12: V hipoosmotskih razmerah se lokalizacija AQP4b in AQP4d poveča v zgodnjih endosomih, 
medtem ko ostane v lizosomih in Golgijevem aparatu nespremenjena. 
Po stimulaciji s hipoosmolarno raztopino (Hipo) se lokalizacija AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP v lizosomih 
in v Golgijevem aparatu ni značilno spremenila. V zgodnjih endosomih pa se je povečal delež AQP4b-EGFP 
po 2-minutni izpostavljenosti, delež AQP4d-EGFP pa šele po 10-minutni izpostavljenosti hipoosmotskim 
razmeram. Števila na dnu stolpcev predstavljajo število analiziranih celic, ki so bile izolirane iz 3 (AQP4b) 
oz. 2 (AQP4d) živali. Podatki so podani kot povprečje ± standardna napaka. *P < 0,05; **P < 0,01 
Figure 12: In hypoosmotic conditions, the colocalization of AQP4b and AQP4d increases in the early 
endosomes, while it remains unchanged in the lysosomes and the Golgi apparatus. 
The colocalization of AQP4b-EGFP and AQP4d-EGFP in lysosomes and Golgi apparatus did not 
significantly change after hypoosmotic stimulation (Hipo). The percentage of AQP4b-EGFP in early 
endosomes increased after 2 minutes and the proportion of AQP4d-EGFP after 10 minutes of hypoosmotic 
conditions. The numbers at the bottom of the bars represent the number of cells analyzed, isolated from 3 
(AQP4b) and 2 (AQP4d) animals. Data is presented as average ± standard error. *P < 0.05; **P < 0.01 
 
V hipoosmotskih razmerah se delež AQP4b-EGFP v lizosomih (P = 0,352; Kruskal-
Wallisov test) ni značilno spremenil, prav tako tudi ne delež AQP4d-EGFP (P = 0,641; 
Kruskal-Wallisov test; Slika 12). Delež AQP4b-EGFP v Golgijevem aparatu se je 
prehodno povečal po 2-minutni izpostavitvi hipoosmotskim razmeram, vendar razlika ni 
bila značilna (P = 0,072; Kruskal-Wallisov test; Slika 12). Tudi v primeru AQP4d smo v 
hipoosmotskih razmerah opazili enak trend, ki prav tako ni bil značilen (P = 0,781; 
Kruskal-Wallisov test; Slika 12). Po izpostavitvi hipoosmotskim razmeram se je delež 
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AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP značilno spremenil le v zgodnjih endosomih. Delež 
AQP4b-EGFP se je v zgodnjih endosomih značilno povečal (P = 0,016; Mann-Whitneyev 
U-test) že po 2-minutni izpostavitvi hipoosmotskim razmeram (za 41 %) v primerjavi s 
kontrolo, medtem ko razlika ni bila značilna (P = 0,057; Mann-Whitneyev U-test) po 10-
minutni stimulaciji (Slika 12). Delež AQP4d pa se je v endosomih značilno povečal šele po 
10-minutni hipoosmotski stimulaciji, v primerjavi s kontrolo (za 47 %; P = 0,006; 
ANOVA, Holm-Sidakov post hoc test) in z 2-minutno stimulacijo (za 55 %; P = 0,011; 
ANOVA, Holm-Sidakov post hoc test; Slika 12). 
 
Tako kot razporeditev AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP v znotrajceličnih predelkih (Slika 
12) se tudi površine mikrodomen z AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP niso bistveno 
spreminjale po izpostavitvi hipoosmotskim razmeram (Slika 13A). Opazili pa smo razlike 
med velikostjo mikrodomen z AQP4b in AQP4d. V izoosmotskih razmerah so bile 
mikrodomene z AQP4d-EGFP v lizosomih značilno večje (P < 0,001; Mann-Whitneyev U-
test) od mikrodomen z AQP4b-EGFP, prav tako v zgodnjih endosomih (P < 0,001; Mann-
Whitneyev U-test; Slika 13A). V Golgijevem aparatu pa se površine mikrodomen z 
AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP niso značilno razlikovale (P = 0,095; Mann-Whitneyev U-
test; Slika 13A). Hipoosmotske razmere niso bistveno vplivale na povšine mikrodomen z 
AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP. Po 2-minutni in 10-minutni stimulaciji s hipoosmolarno 
raztopino se površine mikrodomen z AQP4b-EGFP v lizosomih niso značilno razlikovale 
(P = 0,064; Kruskal-Wallisov test) od kontrole (Slika 13A). Površine mikrodomen z 
AQP4d-EGFP so v lizosomih ostale nespremenjene (P = 0,235; Kruskal-Wallisov test; 
Slika 13A). Tudi v zgodnjih endosomih so površine mikrodomen z AQP4b-EGFP in 
AQP4d-EGFP ostale enake v primerjavi s kontrolo (P = 0,204 in P = 0,783; Kruskal-
Wallisov test; Slika 13A). Enako nismo opazili statistično značilnih razlik površin 
mikrodomen z AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP v Golgijevem aparatu (P = 0,963 in P = 
0,268; Kruskal-Wallisov test; Slika 13A). 
 
V astrocitih, ki so bili izpostavljeni hipoosmotskim razmeram, se velikosti znotrajceličnih 
predelkov z AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP večinoma niso bistveno razlikovale (Slika 
13B). Značilne razlike smo opazili samo pri zgodnjih endosomih z AQP4b-EGFP, in sicer 
so se ti po 10-minutni stimulaciji v primerjavi s kontrolo povečali za 36 % (P = 0,026; 
Kruskal-Wallisov test; Slika 13B). 
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Slika 13: V astrocitih, ki so izpostavljeni hipoosmotskim razmeram, se poveča povprečna površina 
zgodnjih endosomov z AQP4b. 
(A) Površine AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP se v lizosomih, zgodnjih endosomih in Golgijevem aparatu 
niso značilno spremenile po stimulaciji s hipoosmolarno raztopino (Hipo). (B) Površine lizosomov z AQP4b-
EGFP in AQP4d-EGFP se v hipoosmotskih razmerah niso značilno spremenile. Enako velja za površine 
Golgijevega aparata. Površine zgodnjih endosomov z AQP4b-EGFP, so se značilno povečale po 10-minutni 
hipoosmotski stimulaciji, medtem ko se površine endosomov z AQP4d-EGFP niso spremenile. Števila na 
dnu stolpcev predstavljajo število analiziranih celic, izoliranih iz 3 (AQP4b) oz. 2 (AQP4d) živali. Podatki so 
podani kot povprečje ± standardna napaka. *P < 0,05 
Figure 13: The average aerea of the early endosomes, carrying AQP4b, increases in astrocytes after 
hypoosmotic stimulation. 
(A) The areas of AQP4b-EGFP and AQP4d-EGFP did not significantly change in lysosomes, early 
endosomes or Golgi apparatus after stimulation with hypoosmolar solution (Hipo). (B) The areas of 
lysosomes, carrying AQP4b-EGFP and AQP4d-EGFP, did not change in hypoosmotic conditions. The same 
applies for the areas of Golgi apparatus. The areas of early endosomes, carrying AQP4b-EGFP, significantly 
increased after 10 minutes of hypoosmotic stimulation, while the areas of early endosomes, carrying AQP4d-
EGFP, did not change. The numbers at the bottom of the bars represent the number of cells analyzed, isolated 
from 3 (AQP4b) and 2 (AQP4d) animals. Data is presented as average ± standard error. *P < 0.05 
 
 
 
 
 
43 
Lisjak M. Vloga akvaporina 4 v uravnavanju volumna astrocitov. 
 Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
Dani rezultati kažejo, da imajo hipoosmotske razmere vpliv na razporeditev AQP4b in 
AQP4d le v zgodnjih endosomih, v katerih se poveča delež obeh izooblik, medtem ko na 
razporeditev AQP4b in AQP4d v lizosomih in Golgijevem aparatu v časovnem okvirju, ki 
smo ga preverili, nimajo vpliva (Slika 13A). Pokazali smo tudi, da AQP4b vpliva na 
povečanje zgodnjih endosomov po daljši, 10-minutni izpostavitvi hipoosmotskim 
razmeram. Pri lizosomih in Golgijevem aparatu, ki so vsebovali AQP4b in AQP4d, pa (v 
10-minutnem časovnem okvirju) ni prišlo do značilnih razlik v velikosti po izpostavitvi 
hipoosmotskim razmeram (Slika 13B). Iz tega lahko zaključimo, da pri krajši (do 10-
minutni) izpostavitvi hipoosmotskim razmeram AQP4b in AQP4d še nimata vloge pri 
spreminjanju volumna znotrajceličnih predelkov. Razviden pa je vpliv (predvsem AQP4b) 
na predelkih, ki predstavljajo zgodnje stopnje endocitoze. 
 
 
4.4 TRANSPORT MEŠIČKOV Z AQP4b IN AQP4d SE V HIPOOSMOTSKIH 
RAZMERAH NE SPREMENI 
 
Na razporeditev AQP4b in AQP4d v znotrajceličnih predelkih ima lahko pomembno vlogo 
transport mešičkov, ki transportirajo AQP4b in AQP4d. Znano je, da se mobilnost 
mešičkov z AQP4e spremeni v hipoosmotskih razmerah, kar se je odražalo tudi na 
spremenjeni lokalizaciji AQP4 v celični membrani (Potokar in sod., 2013a). Po 
kratkotrajni izpostavitvi hipoosmotskim razmeram, se je lokalizacija AQP4 v celični 
membrani povečala, medtem ko se je mobilnost mešičkov z AQP4e zmanjšala. Po daljši 
izpostavitvi hipoosmotskim razmeram se je zgodilo ravno obratno (Potokar in sod., 2013a). 
Ti rezultati kažejo, da ima transport mešičkov pomembno vlogo pri uravnavanju 
razporeditve AQP4 v celični membrani v patoloških razmerah. Ali hipoosmotske razmere 
vplivajo na transport mešičkov z AQP4b in AQP4d, kar bi lahko vplivalo na njuno 
znotrajcelično razporeditev, še ni bilo raziskano. V prvotno zastavljenih hipotezah smo 
predvidevali, da se bo mobilnost mešičkov z AQP4b in AQP4d v hipoosmotskih razmerah 
spremenila. 
 
Astrocite, ki so izražali AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP, smo razdelili v dve skupini. Obe 
skupini smo najprej posneli v spontanih razmerah. Kontrolni skupini smo nato dodali 
izoosmolarno raztopino, drugi skupini pa hipoosmolarno raztopino in posneli mobilnost 
mešičkov v intervalu dveh minut po 2 oz. 10 minutah (Slika 3). Mobilnost mešičkov z 
AQP4b in AQP4d smo analizirali v programu ImageJ (Slika 14). 
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Slika 14: Mobilnost mešičkov z AQP4b. 
(i) Slika fluorescence astrocita, ki je izražal AQP4b-EGFP (bele točke predstavljajo mešičke), posneta s 
konfokalnim mikroskopom. Merilo: 10 µm. (ii, iii, iv) Isti astrocit kot na panelu i z obkroženimi mešički z 
AQP4b-EGFP, ki smo jih analizirali (ii) in prikazano potjo teh mešičkov v času 2 minut v spontanih 
razmerah (iii). Na panelu iv so združene slike i, ii in iii. 
Figure 14: Mobility of AQP4b-containing vesicles. 
(i) An image of an astrocyte, overexpressing AQP4b-EGFP, recorded with confocal microscope (white dots 
represent vesicles). Scale bar: 10 µm. (ii, iii, iv) The same astrocyte as on the panel i with encircled vesicles 
that were analyzed (ii) and tracks of these vesicles, containing AQP4b-EGFP in 2 minute time frame in 
spontaneous conditions (iii). On the panel iv, superimposed images of i, ii and iii are shown. 
 
V kontrolnih razmerah je hitrost mešičkov z AQP4b-EGFP znašala 0,081 ± 0,007 µm/s in 
je bila podobna (P = 0,937; Mann-Whitneyev U-test) hitrosti mešičkov z AQP4d-EGFP, ki 
je znašala 0,083 ± 0,011 µm/s. Ko smo celice izpostavili hipoosmotskim razmeram, to ni 
vplivalo na mobilnost mešičkov z AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP (Slika 15). Hitrosti 
mešičkov z AQP4b-EGFP so se po 2-minutni oz. 10-minutni izpostavljenosti 
hipoosmotskim razmeram zmanjšale v primerjavi s spontanimi razmerami, vendar razlika 
ni bila značilna (P = 0,293; ANOVA; Slika 15, levo). Po 2-minutni hipoosmotski 
stimulaciji se je hitrost mešičkov zmanjšala za 13 %, po 10-minutni pa za 21 % v 
primerjavi s spontanimi razmerami. Podoben trend smo opazili v primeru izooblike 
AQP4d. Po 2-minutni hipoosmotski stimulaciji se je hitrost mešičkov zmanjšala za 5 %, po 
10-minutni pa za 18 % v primerjavi s spontanimi razmerami. 
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Slika 15: Hipoosmotske razmere ne vplivajo na hitrost mešičkov z AQP4b in AQP4d. 
Grafa prikazujeta hitrost mešičkov z AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP v spontanih razmerah (-) in po 2-
minutni oz. 10-minutni izpostavljenosti izoosmolarni (Kontrola) ali hipoosmolarni raztopini (Hipo). Hitrosti 
mešičkov z AQP4b-EGFP in AQP4d-EGFP se niso spremenile tako v kontrolnih kot v hipoosmotskih 
razmerah. Števila na dnu stolpcev predstavljajo število analiziranih celic, ki so bile izolirane iz 2 živali. 
Podatki so podani kot povprečje ± standardna napaka. 
Figure 15: Hypoosmotic conditions do not affect the speed of vesicles containing AQP4b and AQP4d. 
On the graphs speeds of vesicles containing AQP4b-EGFP and AQP4d-EGFP are presented in spontaneous 
conditions (-) and after 2 or 10 minute exposure to iso-osmolar (Kontrola) or hypoosmolar solution (Hipo). 
The speeds of vesicles with AQP4b-EGFP and AQP4d-EGFP did not significantly change in control and 
hypoosmotic conditions. The numbers at the bottom of the bars represent the number of cells analyzed, 
isolated from 2 animals. Data is presented as average ± standard error. 
 
Rezultati so pokazali, da se mobilnost mešičkov z AQP4b in AQP4d v hipoosmotskih 
razmerah bistveno ne spremeni. Iz tega lahko zaključimo, da hipoosmotske razmere ne 
vplivajo na transport mešičkov z AQP4b in AQP4d in s tem povezanim celičnim 
prerazporejanjem AQP4b in AQP4d po znotrajceličnih predelkih. 
 
 
4.5 MAJHEN DELEŽ AQP4 JE LOKALIZIRAN ZNOTRAJ HOLESTEROLNIH 
DOMEN V CELIČNI MEMBRANI ASTROCITOV 
 
AQP4 je najbolj razširjen v celičnih membranah astrocitov (Nielsen in sod., 1997), za 
katere je značilno, da vsebujejo visok delež holesterola (Gotow, 1984; Liu in sod., 2010). 
Različne koncentracije holesterola v celičnih membranah vplivajo na njihovo fluidnost, 
debelino in elastičnost (Bretscher in Munro, 1993; Rawicz in sod., 2008; Liu in sod., 
2010). S spreminjanjem deleža holesterola v membrani se lahko uravnava aktivnost 
nekaterih ionskih kanalov (Levitan in sod., 2000; Lundbæk in sod., 2004; Byfield in sod., 
2006; Abi-Char in sod., 2007), pa tudi AQP4 (Tong in sod., 2012; Tong in sod., 2016). 
Prepustnost posameznih AQP4 je namreč odvisna od strukturnih in mehanskih lastnosti 
membrane, ki so določene z različno vsebnostjo holesterola in strukturo fosfolipidov (Tong 
in sod., 2012; Tong in sod., 2016). Z vsebnostjo holesterola v membranah se zmanjša 
prehajanje vode skozi AQP4, zaradi česar se domneva, da imajo lipidni splavi pomembno 
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vlogo pri uravnavanju aktivnosti AQP4 (Tong in sod., 2012). Zanimalo nas je, ali je AQP4 
prisoten v holesterolnih domenah v celični membrani astrocitov in v kolikšnem deležu. 
 
Membranske krpice astrocitov smo označili z označevalcem mCherry-D4, ki se veže na 
holesterolne domene (Liu in sod., 2017) in s protitelesi proti AQP4 (Slika 16). 
Kolokalizacijo smo izračunali kot delež mikrodomen z AQP4, ki se prekrivajo s 
holesterolnimi domenami, in kot delež holesterolnih domen, ki se prekrivajo z AQP4. V 
izoosmotskih razmerah je bil le majhen delež AQP4 v membrani lokaliziran v 
holesterolnih domenah, in sicer 7,5 ± 1,3 % (Slika 17A). Skoraj trikrat več pa je bilo 
holesterolnih domen, ki so vsebovale AQP4 (22,2 ± 3,3 %; Slika 17A). 
 
 
Slika 16: Kolokalizacija AQP4 s holesterolnimi domenami v membranskih krpicah astrocitov. 
Prikazana je membranska krpica astrocita, označena z označevalcem mCherry-D4 (rdeča fluorescenca), ki se 
veže na holesterolne domene in s fluorescentno označenimi protitelesi proti AQP4 (zelena fluorescenca). Na 
tretjem panelu je prikazano prekrivanje obeh signalov (bela), na zadnjem pa le kolokalizirani signali (bela). 
Slike so bile posnete s superločljivostno mikroskopijo SIM. Merilo: 10 µm. 
Figure 16: Colocalization of AQP4 with cholesterol domains in the plasma membrane lawns of 
astrocytes. 
The plasma membrane lawn of an astrocyte, labeled with mCherry-D4 dye (red fluorescence), which binds to 
cholesterol-rich domains, and with fluorescently labeled antibodies against AQP4 (green fluorescence). On 
the third panel superimposed signals (white) are shown. The last panel shows only colocalized signals 
(white). Images were recorded with superresolution SIM microscopy. Scale bar: 10 µm. 
 
Izmerili smo tudi velikosti vseh mikrodomen z AQP4 in vseh holesterolnih domen. S 
holesterolom kolokalizirane mikrodomene z AQP4 so bile značilno večje (za 55%; P < 
0,001; Mann-Whitneyev U-test) od mikrodomen, ki niso bile kolokalizirane s holesterolom 
(Slika 17B). Isti trend smo izmerili tudi v primeru holesterolnih domen, ki so vsebovale 
AQP4. Bile so značilno večje (za 76 %; P < 0,001; Mann-Whitneyev U-test) od 
holesterolnih domen, ki niso vsebovale AQP4 (Slika 17B). 
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Slika 17: Mikrodomene z AQP4, ki se nahajajo v holesterolnih domenah, so večje. 
(A) Skoraj desetina mikrodomen z AQP4 je bila kolokalizirana s holesterolnimi domenami, označenimi z 
mCherry-D4 v membranskih krpicah astrocitov. Delež holesterolnih domen, ki so vsebovale AQP4, pa je 
znašal 22,2 ± 3,3 %. (B) Mikrodomene z AQP4, ki so bile kolokalizirane s holesterolnimi domenami, so bile 
večje kot nekolokalizirane mikrodomene z AQP4. Enako velja za holesterolne domene, ki so vsebovale 
AQP4. Števila na dnu stolpcev predstavljajo število analiziranih celic, ki so bile izolirane iz 1 živali. Podatki 
so podani kot povprečje ± standardna napaka. ***P < 0,001 
Figure 17: The microdomains of AQP4, that are located in cholesterol-rich domains, are larger. 
(A) Almost one tenth of microdomains with AQP4 were colocalized with cholesterol-rich mCherry-D4 
labeled domains in the plasma membrane lawns of astrocytes. The proportion of cholesterol domains 
containing AQP4 was 22.2 ± 3.3 %. (B) Microdomains with AQP4 that were colocalized (grey bars, Kolok.) 
with cholesterol domains were bigger than uncolocalized (white bars, Nekolok.) microdomains with AQP4. 
The same applies for cholesterol domains containing AQP4. The numbers at the bottom of the bars represent 
the number of cells analyzed, isolated from 1 animal. Data is presented as average ± standard error. 
***P < 0.001 
 
Ugotovili smo, da je AQP4 v normalnih razmerah prisoten v holesterolnih domenah v 
celični membrani astrocitov. 
 
 
4.6 KETAMIN VPLIVA NA POVEČANJE ŠTEVILA HOLESTEROLNIH DOMEN V 
CELIČNI MEMBRANI ASTROCITOV 
 
AQP4 se nahaja v holesterolnih domenah, za katere se domneva, da imajo vlogo pri 
uravnavanju aktivnosti AQP4. Skozi AQP4, ki se nahajajo znotraj lipidnih splavov, namreč 
prehaja manj vode (Tong in sod., 2012). Tako se poraja ideja, da bi lahko z vplivanjem na 
delež holesterola v membranah uravnavali prehajanje vode v celice v patofizioloških 
stanjih, kot je možganski edem. Ketamin je ena od substanc, ki vpliva na nivo holesterola. 
Ketamin se sicer najbolj uporablja kot anestetik, ima pa tudi analgetične, protivnetne ter 
antidepresivne učinke (Zanos in sod., 2018), ki so zanimivi tudi z nevrofarmakološkega 
stališča. Nove raziskave kažejo, da ima ketamin lahko vpliv na nivo različnih metabolitov 
v telesu, med drugim tudi holesterola. Pokazano je bilo, da so imele podgane, ki so bile 
tretirane s ketaminom, nižjo raven holesterola v krvi (Zhang in sod., 2015). Tudi v 
možganih podgan, ki so bile tretirane s ketaminom, so opazili zmanjšanje holesterola (Wen 
in sod., 2015). Kako ketamin vpliva na raven holesterola v celičnih membranah, še ni 
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znano. Zanimalo nas je, ali lahko ketamin vpliva na gostoto holesterolnih domen v celičnih 
membranah. 
 
Celice smo izpostavili 0 µM (kontrola), 2,5 µM ali 25 µM ketaminu za 30 minut in jih 
označili z označevalcem mCherry-D4, ki se veže na domene obogatene s holesterolom 
(Liu in sod., 2017). V poskusu smo uporabili tri celične tipe, in sicer astrocite, fibroblaste 
ter celice PC12 in izračunali gostoto holesterolnih domen na celični površini, pri čemer 
smo upoštevali površino celic. 
 
 
Slika 18: Razporeditev holesterolnih domen v celični membrani astrocitov po izpostavljenosti 
ketaminu. 
Astrociti, označeni z označevalcem mCherry-D4, ki se veže na domene obogatene s holesterolom, v 
kontrolnih razmerah (Kontrola) in po tretiranju s ketaminom (KM) (2,5 µM KM in 25 µM KM). V spodnjem 
levem kotu so povečani izseki označenih holesterolnih domen. Iz slik je razvidno, da se je po tretiranju s 
ketaminom povečala gostota holesterolnih domen v celični membrani astrocitov. Slike so bile posnete s 
superločljivostno mikroskopijo SIM. Merila (merila v izseku): 10 µm (1µm). 
Figure 18: Distribution of cholesterol-rich domains in the plasma membrane of astrocytes after 
treatment with ketamine. 
Astrocytes labeled with mCherry-D4, which binds to cholesterol-rich domains, in control conditions 
(Kontrola) and after stimulation with ketamine (KM) (2,5 µM KM and 25 µM KM). Insets show mCherry-D4 
domains at a higher magnification. The density of cholesterol-rich domains in the plasma membrane of 
astrocytes was higher after treatment with ketamine. Images were recorded with superresolution SIM 
microscopy. Scale bars (bars in insets): 10 µm (1µm). 
 
Na superločljivostnih slikah, posnetih z mikroskopijo SIM, smo opazili točkovne signale 
na površini astrocitov, ki predstavljajo domene, bogate s holesterolom. Že iz slik je 
razvidno, da se po izpostavitvi ketaminu poveča gostota holesterolnih domen v celični 
membrani astrocitov (Slika 18), medtem ko v celicah PC12 (Slika 19) in fibroblastih (Slika 
20) takšne spremembe nismo opazili. V celični membrani astrocitov, ki so bili 
izpostavljeni 2,5 µM in 25 µM ketaminu, se je gostota holesterolnih domen značilno 
povečala (P < 0,001; ANOVA, Holm-Sidakov post hoc test) za 55 % oz. 43 % v primerjavi 
s kontrolo (Slika 21A). V celicah PC12 in fibroblastih se gostota holesterolnih domen ni 
značilno spremenila po izpostavitvi ketaminu v primerjavi s kontrolo (P = 0,940; ANOVA 
in P = 0,368; Kruskal-Wallisov test; Slika 21A). Gostota holesterolnih domen se je 
značilno razlikovala tudi med različnimi celičnimi tipi v kontrolnih razmerah (brez 
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ketamina). Astrociti iz kontrolne skupine so imeli za 62 % večjo gostoto (P < 0,001; 
Kruskal-Wallisov test) holesterolnih domen kot celice PC12 in za 73 % večjo gostoto (P < 
0,001; Kruskal-Wallisov test) kot fibroblasti (Slika 21A). 
 
 
 
Slika 19: Razporeditev holesterolnih domen v celični membrani celic PC12 po izpostavljenosti 
ketaminu. 
Celice PC12, označene z označevalcem mCherry-D4, ki se veže na domene, obogatene s holesterolom, v 
kontrolnih razmerah (Kontrola) in po tretiranju s ketaminom (KM) (2,5 µM KM in 25 µM KM). Po tretiranju 
s ketaminom se gostota holesterolnih domen v celični membrani celic PC12 bistveno ni spremenila. Slike so 
bile posnete s superločljivostno mikroskopijo SIM. Merila: 5 µm. 
Figure 19: Distribution of cholesterol-rich domains in the plasma membrane of PC12 cells after 
treatment with ketamine. 
PC12 cells labeled with mCherry-D4, which binds to cholesterol-rich domains, in control conditions 
(Kontrola) and after stimulation with ketamine (KM) (2,5 µM KM and 25 µM KM). The density of 
cholesterol-rich domains in the plasma membrane of PC12 cells remained unchanged after treatment with 
ketamine. Images were recorded with superresolution SIM microscopy. Scale bars: 5 µm. 
 
 
Tudi velikosti posameznih holesterolnih domen so se že v kontrolnih razmerah (brez 
ketamina) značilno razlikovale med različnimi celičnimi tipi. Holesterolne domene v 
astrocitih (0,056 ± 0,001 µm2) so bile za 45 % manjše (P = 0,197; Mann-Whitneyev U-test; 
Slika 21B) od holesterolnih domen v celicah PC12 ter za 34 % večje (P < 0,001; Kruskal-
Wallisov test) od domen v fibroblastih v kontrolnih razmerah (Slika 21B). V celicah, ki so 
bile izpostavljene ketaminu, se je pokazal trend povečanja holesterolnih domen, ki je bil 
značilen v fibroblastih (P = 0,026; Kruskal-Wallisov test), medtem ko v celicah PC12 (P = 
0,948; Kruskal-Wallisov test) in astrocitih (P = 0,104; ANOVA) ni bil značilen (Slika 
21B). V fibroblastih, ki so bili izpostavljeni 25 µM ketaminu, so se površine holesterolnih 
domen povečale za 10 % v primerjavi s kontrolo. 
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Slika 20: Razporeditev holesterolnih domen v celični membrani fibroblastov po izpostavljenosti 
ketaminu. 
Fibroblasti, označeni z označevalcem mCherry-D4, ki se veže na domene, obogatene s holesterolom, v 
kontrolnih razmerah (Kontrola) in po tretiranju s ketaminom (KM) (2,5 µM KM in 25 µM KM). Po tretiranju 
s ketaminom se gostota holesterolnih domen v celični membrani fibroblastov ni spremenila. Slike so bile 
posnete s superločljivostno mikroskopijo SIM. Merila: 10 µm. 
Figure 20: Distribution of cholesterol-rich domains in the plasma membrane of fibroblasts after 
treatment with ketamine. 
Fibroblasts labeled with mCherry-D4, which binds to cholesterol-rich domains, in control conditions 
(Kontrola) and after stimulation with ketamine (KM) (2,5 µM KM and 25 µM KM). The density of 
cholesterol-rich domains in the plasma membrane of fibroblasts remained unchanged after treatment with 
ketamine. Images were recorded with superresolution SIM microscopy. Scale bars: 10 µm. 
 
Rezultati so pokazali, da ketamin spremeni strukturo membrane astrocitov tako, da poveča 
gostoto holesterolnih domen v celični membrani, medtem ko v celicah PC12 in fibroblastih 
nima takšnega vpliva. Ketamin vpliva tudi na velikost holesterolnih domen, ampak le v 
fibroblastih, v katerih se holesterolne domene povečajo po izpostavitvi 25 µM ketaminu. 
 
 
Slika 21: Gostota holesterolnih domen v celični membrani astrocitov se poveča po izpostavljenosti 
ketaminu. 
(A) Gostota holesterolnih domen, označenih z mCherry-D4 (D4), normalizirana na celično površino, se je 
značilno povečala v astrocitih, ki so bili 30 minut izpostavljeni 2,5 µM in 25 µM ketaminu (KM) v 
primerjavi s kontrolo. Ketamin ni vplival na gostoto domen mCherry-D4 v celicah PC12 in fibroblastih. 
Gostota holesterolnih domen, označenih z mCherry-D4, je bila največja v astrocitih (0,37 ± 0,03 D4/µm2) v 
primerjavi s celicami PC12 (0,14 ± 0,01 D4/µm2) in fibroblasti (0,10 ± 0,01 D4/µm2). (B) Po 30-minutni 
stimulaciji z 2,5 in 25 µM ketaminom se površine holesterolnih domen, označenih z mCherry-D4, niso 
značilno spremenile tako v astrocitih kot v celicah PC12 in fibroblastih. So se pa površine domen mCherry-
D4 razlikovale med različnimi celičnimi tipi, in sicer so bile v primerjavi s fibroblasti (0,037 ± 0,001 µm2) 
značilno večje v astrocitih (0,056 ± 0,001 µm2) in v celicah PC12 (0,080 ± 0,009 µm2). Števila na dnu 
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stolpcev predstavljajo število analiziranih celic, ki so bile izolirane iz 1 živali. Podatki so podani kot 
povprečje ± standardna napaka. ***P < 0,001 
Figure 21: Ketamine induces an increase of the density of cholesterol-rich domains in the plasma 
membrane of astrocytes. 
(A) The density of the membrane cholesterol domains, labeled by mCherry-D4 (D4), normalized to the 
surface area of the cell, significantly increased in astrocytes after treatment with 2.5 µM and 25 µM ketamine 
(KM) for 30 minutes, compared to controls. Ketamine did not affect the density of the mCherry-D4 domains 
in PC12 cell line and fibroblasts. The density of the mCherry-D4-labeled cholesterol domains was the highest 
in astrocytes (0.37 ± 0.03 D4/µm2), compared to PC12 cells (0.14 ± 0.01 D4/µm2) and fibroblasts (0.10 ± 
0.01 D4/µm2). (B) The area of mCherry-D4-labeled cholesterol domains did not significantly differ in 
astrocytes, PC12 cells and fibroblasts after 30-minute stimulation with 2.5 and 25 µM ketamine. However, 
mCherry-D4-labeled cholesterol domains differed between different cell types, namely they were 
significantly higher in astrocytes (0.056 ± 0.001 µm2) and PC12 cells (0.080 ± 0.009 µm2) than in fibroblasts 
(0.037 ± 0.001 µm2). The numbers at the bottom of the bars represent the number of cells analyzed, isolated 
from 1 animal. Data is presented as average ± standard error. ***P < 0.001 
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5 RAZPRAVA 
 
Vzdrževanje osmotskega ravnotežja je ključnega pomena za normalno aktivnost možganov 
(Simard in Nedergaard, 2004). Pri tem imajo pomembno vlogo astrociti, številčne celice 
glije v osrednjem živčevju (Potokar in sod., 2016). Na spremembe v zunajcelični 
osmolarnosti, do katerih pride pri npr. poškodbah glave ali hipoksiji, se astrociti odzovejo s 
hitrimi spremembami celičnega volumna, kar privede do (citotoksičnega) možganskega 
edema (Olson in sod., 1986; Risher in sod., 2009). Ob znižani zunajcelični osmolarnosti 
začnejo astrociti hitro nabrekati, čemur sledi mehanizem uravnavanega zmanjšanja 
volumna (RVD), ki vodi v normaliziranje celičnega volumna (Olson in sod., 1986; 
Pasantes-Morales in sod., 2006). Pri sprožitvi mehanizma RVD v astrocitih imajo 
pomembno vlogo vodni kanali, še posebej AQP4 (Benfenati in sod., 2011), ki se izraža 
predvsem na izrastkih astrocitov (Nielsen in sod., 1997). AQP so transmembranske 
beljakovine, ki omogočajo hiter transport vode skozi celične membrane (Denker in sod., 
1988; Preston in sod., 1992). V astrocitih so odkrili šest izooblik AQP4: AQP4a-f (Jung in 
sod., 1994b; Moe in sod., 2008), ki so v celici različno razporejene. Za najbolj raziskani 
izoobliki, AQP4a in AQP4c, ki se nahajata v celični membrani astrocitov (Nielsen in sod., 
1997), je dokazana vloga v uravnavanju celičnega volumna v mišjih astrocitih (Mola in 
sod., 2016). Vloga ostalih izooblik v astrocitih še ni pojasnjena. Domneva pa se, da je 
AQP4e prisoten v celični membrani (Moe in sod., 2008; Potokar in sod., 2013a), v kateri 
se najverjetneje vgradi tudi v ortogonalne skupke (Sorbo in sod., 2008; Strand in sod., 
2009; Rossi in sod., 2011), medtem ko naj bi bili AQP4b in AQP4d predvsem 
znotrajcelični izoobliki (Moe in sod., 2008). V doktorski disertaciji smo raziskali 
lokalizacijo in vpliv AQP4b, AQP4d in AQP4e na uravnavanje celičnega volumna v 
podganjih astrocitih v hipoosmotskih razmerah. Preverili smo tudi, ali se v hipoosmotskih 
razmerah spremenita lokalizacija AQP4b in AQP4d v znotrajceličnih predelkih in transport 
mešičkov z AQP4b oz. AQP4d. 
 
Mehanizem RVD je pomemben pri preprečevanju poškodb celic, ki nabrekajo zaradi 
hipotoničnega stresa, saj vodi v normaliziranje celičnega volumna (Pasantes-Morales in 
sod., 2006). V astrocitih igra pri tem pomembno vlogo AQP4, kar so dokazali v celicah z 
izbitim genom za izražanje AQP4 in z izražanjem AQP4a in AQP4c v podganjih astrocitih 
celične linije DI TNC1, ki nativno ne izražajo AQP4 (Benfenati in sod., 2011; Mola in 
sod., 2016). Ugotovili so, da sta fazi nabrekanja in RVD bistveno hitrejši v mišjih 
astrocitih divjega tipa in v astrocitih DI TNC1, v katerih so izrazili rekombinantni izoobliki 
AQP4a in AQP4c, kot v astrocitih, ki AQP4 niso izražali (Benfenati in sod., 2011; Mola in 
sod., 2016). Tudi normaliziranje celičnega volumna je bilo boljše v celicah, ki so izražale 
AQP4a in AQP4c (Mola in sod., 2016), kar kaže na to, da sta AQP4a in AQP4c 
pomembno vpletena v uravnavanje celičnega volumna. V doktorski disertaciji smo z 
metodo čezmernega izražanja AQP4e prvič potrdili, da ima tudi AQP4e pomemben vpliv 
na mehanizem uravnavanja celičnega volumna v podganjih astrocitih. V astrocitih, ki so 
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izražali AQP4e, so bile v hipoosmotskih razmerah spremembe celičnega volumna hitrejše 
kot v kontrolnih celicah, ki so izražale nativne izooblike AQP4 (Slika 4). V primerjavi z 
našo raziskavo so Mola in sod. (2016) v celicah, ki so nativno izražale AQP4a in AQP4c 
(mišji astrociti divjega tipa), izmerili nekoliko manjšo časovno konstanto nabrekanja, in 
sicer je znašala okrog 3 s. Je pa bila celotna faza nabrekanja, ki smo jo izmerili v 
kontrolnih celicah (~ 18 s), podobna kot v raziskavi Benfenati in sod. (2011), v kateri je 
trajala približno 20 s. Do različnih rezultatov med raziskavami je morda prišlo zaradi 
različnih eksperimentalnih pogojev, kot je temperatura, ki ima pomemben vpliv na 
difuzijo, pa tudi na lastnosti lipidnega dvosloja (Mola in sod., 2016). Čeprav so astrociti, ki 
so čezmerno izražali AQP4e, hitreje nabrekali, je bil obseg nabrekanja manjši kot v 
kontrolnih celicah. V primerjavi z ostalima raziskavama (Pangršič in sod., 2006; Benfenati 
in sod., 2011) so v naši raziskavi kontrolni astrociti v hipoosmotskih razmerah nabreknili 
bolj izrazito. Pri tem je potrebno poudariti, da je bil eksperimentalni pristop v raziskavi 
Pangršič in sod. (2006) drugačen, in sicer je zajemal meritve spremembe površine celic in 
ne samega volumna. Tudi astrociti DI TNC1 so bistveno bolj nabreknili (skoraj 5-krat bolj) 
od mišjih astrocitov divjega tipa (Benfenati in sod., 2011; Mola in sod., 2016). Do takšne 
razlike je lahko prišlo, ker astrociti DI TNC1 nativno ne izražajo AQP4. Največja 
sprememba celičnega volumna v celicah, ki so izražale AQP4e, je bila manjša v primerjavi 
s celicami DI TNC1, ki so izražale AQP4a, a podobna kot v celicah DI TNC1, ki so 
izražale AQP4c (Benfenati in sod., 2011). Fazi nabrekanja je takoj sledila faza RVD tako v 
kontrolnih celicah kot v celicah, ki so čezmerno izražale AQP4e, kar se sklada z drugimi 
raziskavami (Pangršič in sod., 2006; Benfenati in sod., 2011; Mola in sod., 2016). V 
celicah, ki so čezmerno izražale AQP4e, je bila faza RVD skoraj dvakrat hitrejša kot v 
kontrolnih celicah. Podobno so opazili v raziskavi Mola in sod. (2016), v kateri je bila tudi 
faza RVD dvakrat hitrejša v astrocitih, ki so izražali AQP4, kot v tistih, ki AQP4 niso 
izražali. Je pa bila časovna konstanta faze RVD, ki smo jo izmerili v kontrolnih celicah, 
skoraj dvakrat manjša, kot so jo izmerili v astrocitih divjega tipa v Mola in sod. (2016). 
Skladno z drugimi raziskavami (Pangršič in sod., 2006; Benfenati in sod., 2011; Mola in 
sod., 2016), se tudi v naših poskusih celični volumen astrocitov, ki so bili nekaj minut 
izpostavljeni hipoosmotskim razmeram, ni popolnoma normaliziral. Normaliziranje 
celičnega volumna je bilo v celicah, ki so čezmerno izražale AQP4e, le 48 %, kar je 
nekoliko manj kot v raziskavi Mola in sod. (2016), v kateri se je normaliziralo 65 % 
volumna celic, ki so izražale samo izolobliki AQP4a in AQP4c. 
 
Pokazali smo, da ima AQP4e pomembno vlogo pri nabrekanju in uravnavanju celičnega 
volumna v astrocitih. Kakšno vlogo imata pri tem AQP4b in AQP4d, še ni bilo raziskano. 
Glede na to, da naj bi bila AQP4b in AQP4d prisotna predvsem znotrajcelično (Moe in 
sod., 2008; Potokar in sod., 2013a), smo predvidevali, da ne bosta bistveno vplivala na 
mehanizem uravnavanja celičnega volumna. Hipotezo smo potrdili le delno. Spremembe 
celičnega volumna po izpostavitvi hipoosmotskim razmeram so bile v celicah, ki so 
čezmerno izražale AQP4b, podobne kot v kontrolnih celicah (Slika 5). Celice, ki so 
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čezmerno izražale AQP4d, so v primerjavi s kontrolnimi celicami, v hipoosmotskih 
razmerah proti pričakovanjem nabrekale hitreje, nismo pa izmerili bistvenega vpliva na 
največji izmerjeni celični volumen (Slika 6). Iz tega lahko zaključimo, da različne 
izooblike AQP4 vplivajo na uravnavanje celičnega volumna astrocitov različno, kar se je 
nakazalo že pri poskusih na podganji liniji astrocitov DI TNC1 (Benfenati in sod., 2011). 
Medtem ko čezmerno izražanje AQP4e pospeši mehanizme uravnavanja celičnega 
volumna in učinkoviteje normalizira celičen volumen, ima izooblika AQP4d znatno manjši 
vpliv na nabrekanje astrocitov, nima pa vpliva na mehanizem RVD pri kratkotrajni 
izpostavljenosti hipoosmotskim razmeram. Ti rezultati kažejo na možnost vpliva AQP4d 
na ostale izooblike AQP4, ki se vgrajujejo v celično membrano, saj AQP4d najverjetneje 
ne prevaja vode (Moe in sod., 2008). Za izoobliko AQP4b pa smo ugotovili, da nima 
neposrednega vpliva na uravnavanje celičnega volumna astrocitov v hipoosmotskih 
razmerah. 
 
Mola in sod. (2016) poročajo, da je za sprožitev mehanizma RVD pomembno, kako hitro 
vdira voda v celico. Če voda hitro vdira v celico, se celična membrana hitro raztegne in 
sproži se mehanizem RVD (Mola in sod., 2016). Hitrost vdiranja vode pa je odvisna tudi 
od števila AQP4 v celični membrani (Mola in sod., 2016). Na število AQP4 v celični 
membrani lahko vpliva več dejavnikov, kot so obseg izražanja (Badaut in sod., 2011), 
transport (Potokar in sod., 2013a), lahko pa vpliva tudi medsebojna interakcija z 
znotrajceličnimi izooblikami AQP4 (De Bellis in sod., 2014). Za nedavno odkrito 
izoobliko AQP4-4 v skeletni mišici, ki se nahaja znotrajcelično in ne prevaja vode, se je 
namreč izkazalo, da zmanjša izražanje AQP4 in s tem njegovo prisotnost v celični 
membrani. To se je odrazilo tudi v zmanjšanem transportu vode skozi celično membrano 
(De Bellis in sod., 2014). Podoben vpliv na spremembo števila AQP4 v celini membrani so 
pokazali naši rezultati poskusov z znotrajceličnima izooblikama AQP4b in AQP4d. 
Astrociti, ki so čezmerno izražali AQP4b in AQP4d, so imeli bistveno manj ortogonalnih 
skupkov v celični membrani kot kontrolne celice, ki so nativno izražale AQP4, in celice, ki 
so čezmerno izražale AQP4e (Slika 8). AQP4b in AQP4d bi lahko podobno kot AQP4-4 
zmanjšala izražanje izooblik AQP4, ki so v celični membrani, ali pa z medsebojnimi 
interakcijami upočasnila transport izooblik v celično membrano. Kljub temu da so imele 
celice, ki so čezmerno izražale AQP4b in AQP4d, v celični membrani manj ortogonalnih 
skupkov, smo v teh celicah v hipoosmotskih razmerah izmerili podoben odziv RVD kot v 
kontrolnih celicah. Iz tega lahko zaključimo, da je bilo število ortogonalnih skupkov v 
celični membrani astrocitov, ki so čezmerno izražali AQP4b in AQP4d, dovolj visoko, da 
so lahko uspešno uravnavale celični volumen pri kratkotrajni izpostavitvi hipoosmotskim 
razmeram. 
 
Na prehajanje vode v celice oziroma iz celic pa najverjetneje pomembno vpliva tudi 
razporeditev in velikost ortogonalnih skupkov (Silberstein in sod., 2004). Zato smo 
preverili, ali se v celični membrani astrocitov v hipoosmotskih razmerah spremenita število 
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in velikost ortogonalnih skupkov. Kratkotrajne hipoosmotske razmere so izzvale prehodno 
zmanjšanje števila ortogonalnih skupkov v membrani kontrolnih celic in celic, ki so 
čezmerno izražale AQP4e (Slika 8). Po 10-minutni hipoosmotski stimulaciji se je število 
ortogonalnih skupkov normaliziralo. Ti rezultati kažejo na možnost prerazporejanja 
ortogonalnih skupkov v celični membrani v hipoosmotskih razmerah. Hkrati so rezultati v 
skladu s študijo Potokar in sod. (2013a), kjer je v hipoosotskih razmerah prišlo do 
prehodnega znižanja prisotnosti AQP4 v celični membrani, ki je sovpadal s spremembami 
v transportu mešikov z AQP4e v citoplazmi. V celicah, ki so čezmerno izražale AQP4b in 
AQP4d, pa se število ortogonalnih skupkov v času 10-minutne izpostavitve hipoosmotskim 
razmeram ni spremenilo, iz česar sklepamo, da bi čezmerno izražanje znotrajceličnih 
izooblik AQP4b in AQP4d lahko zaviralo prerazporejanje ali vgradnjo izooblik AQP4 v 
celično membrano astrocitov. 
 
Na uravnavanje transporta vode skozi celično membrano bi lahko poleg gostote vplivala 
tudi velikost ortogonalnih skupkov v membrani (Silberstein in sod., 2004). Značilne 
spremembe v površinah OAP-jev smo v izoosmotskih razmerah izmerili le med 
kontrolnimi (netransfeciranimi) celicami (0,033 µm2) in celicami, ki so čezmerno izražale 
izoobliko AQP4d (0,036 µm2), ne pa tudi pri izoobliki AQP4e (Slika 9), kjer smo sicer 
zabeležili večje število OAP-jev (Slika 8). Podobne površine ortogonalnih skupkov v 
izoosmotskih razmerah, okrog 0,030 µm2, so izmerili v epitelnih celicah LLC-PK1, ki so 
izražale AQP4c (Silberstein in sod., 2004). V glioblastomskih celicah U87MG so izmerili 
bistveno manjše ortogonalne skupke, od 0,001 µm2 do 0,008 µm2 (Rossi in sod., 2012), 
najverjetneje tudi zaradi uporabe mikroskopije z večjo ločljivostjo. V hipoosmotskih 
razmerah so se površine ortogonalnih skupkov spremenile (povečale) le v kontrolnih 
celicah (Slika 9), in sicer za 20 % po 10-minutni izpostavljenosti hipoosmotskim 
razmeram, niso pa se spremenile v celicah s čezmernim izražanjem AQP4b, AQP4d in 
AQP4e. Torej, pokazali smo, da AQP4e bistveno vpliva na uravnavanje celičnega volumna 
in na število OAP-jev v celični membrani, ne pa tudi na spremembo velikosti OAP-jev, 
zato sklepamo, da spremembe v velikosti ortogonalnih skupkov v membrani vpivajo na 
uravnavanje transporta vode skozi celično membrano podganjih astrocitov le v manjši 
meri. 
 
Na velikost ortogonalnih skupkov naj bi vplivalo razmerje med izooblikami AQP4 
(Furman in sod., 2003; Strand in sod., 2009; Rossi in sod., 2011, 2012). Matematično 
modeliranje predvideva, da so ortogonalni skupki večji, če je razmerje med AQP4c in 
AQP4a večje (Jin in sod., 2011), kar je bilo potrjeno nato tudi z biokemijsko metodo 
(Rossi in sod., 2011). Domneva se, da imata izoobliki AQP4a in AQP4e vlogo pri 
uravnavanju velikosti ortogonalnih skupkov tako, da se povezujeta z AQP4c na obrobju 
ortogonalnih skupkov in omejujeta njihovo širjenje (Furman in sod., 2003; Strand in sod., 
2009; Rossi in sod., 2012). Pri čezmernem izražanju AQP4e v astrocitih mi nismo opazili 
sprememb v površini OAP-jev. Pri hipoosmotski stimulaciji nismo zaznali vpliva 
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čezmernega izražanja AQP4e, AQP4b ali AQP4d na velikost ortogonalnih skupkov, kar je 
lahko posledica spremenjenih razmerij med posameznimi izooblikami. Na to vprašanje v 
doktorski disertaciji nismo mogli odgovoriti, saj bi morali imeti izooblike označene z 
označevalci, ki bi omogočali razlikovanje med njimi, ali pa bi morali imeti protitelesa, ki 
bi sprecifično prepoznala posamezne izooblike. 
 
Celice, ki so izražale izooblike AQP4b, AQP4d in AQP4e, so se različno odzivale na 
hipoosmotske razmere, kar je posledica različne celične razporeditve teh izooblik. Medtem 
ko je AQP4e prisoten v celični membrani astrocitov (Moe in sod., 2008; Potokar in sod., 
2013a), sta AQP4b in AQP4d prisotna predvsem v znotrajceličnih predelkih (Moe in sod., 
2008; Potokar in sod., 2013a). Znano je, da se v patoloških razmerah spremeni mobilnost 
mešičkov (Potokar in sod., 2013b), ki prenašajo beljakovine na tarčna mesta. V 
hipoosmotskih razmerah so opazili prehodno povečanje deleža AQP4 v celični membrani 
(Potokar in sod., 2013a). Predvidevali smo, da se bo v hipoosmotskih razmerah spremenila 
tudi razporeditev AQP4b in AQP4d na znotrajceličnih predelkih, kot so Golgijev aparat in 
lizosomi, vendar smo hipotezo potrdili le v manjši meri. Razporeditev AQP4b in AQP4d 
se v Golgijevem aparatu in lizosomih pri krajši (do 10-minutni) izpostavljenosti 
hipoosmotskim razmeram ni značilno spremenila (Slika 12). Delež omenjenih izooblik se 
je v hipoosmotskih razmerah povečal le v zgodnjih endosomih, v katerih sta bila AQP4b in 
AQP4d tudi najbolj zastopana (Slika 12). Prisotnost teh dveh izooblik na zgodnjih 
endosomih je nepričakovana glede na to, da omenjeni izoobliki nista prisotni v celični 
membrani (Moe in sod., 2008). Možni sta dve razlagi. Označevalec zgodnjih endosomov, 
EEA1, je lahko do določene mere prisoten tudi na poznejših endosomih (Mu in sod., 
1995). Lahko pa pride tudi do zlivanja zgodnjih endosomov z mešički, kjer sta prisotni 
AQP4b in AQP4d. Do večjih razlik v znotrajcelični razporeditvi bi najverjetneje prišlo v 
daljšem časovnem obdobju, ko bi se pozni endosomi zlivali z lizosomi (Luzio in sod., 
2000). V nadaljevanju smo preverili, ali imata AQP4b in AQP4d vlogo pri transportu vode 
med organeli v astrocitih, česar, zaradi predvidoma omejene zmožnosti prevajanja vode teh 
dveh izooblik, nismo pričakovali. Volumen Golgijevega aparata in lizosomov z AQP4b in 
AQP4d, ki smo ga izmerili kot površino fluorescentno označenih predelkov (Slika 13B), se 
ni bistveno spreminjal v hipoosmotskih razmerah. Opazili pa smo povečanje zgodnjih 
endosomov z AQP4b, ampak šele po 10-minutni izpostavitvi hipoosmotskim razmeram, 
kar pa lahko potrjuje tudi predlagano zlivanje endosomov in predelkov z AQP4b. Rezultati 
kažejo, da AQP4b in AQP4d, z izjemo zgodnjih endosomov, nimata večje vloge pri 
spreminjanju volumna znotrajceličnih predelkov pri krajši izpostavitvi hipoosmotskim 
razmeram. Ti rezultati so tudi skladni z domnevo, da omenjeni izoobliki zaradi odsotnosti 
eksona 2 (zaradi česar imata le štiri transmembranske domene) ne prevajata vode. 
 
Pri prerazporejanju AQP4b in AQP4d v znotrajceličnih predelkih igra pomembno vlogo 
transport mešičkov, ki transportirajo AQP4b in AQP4d. Tako se je namreč izkazalo v 
primeru izooblike AQP4e. Pri kratkotrajni izpostavitvi hipoosmotskim razmeram se je 
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mobilnost mešičkov z AQP4e zmanjšala, pri daljši izpostavitvi pa se je povečala, kar se je 
odražalo v spremenjeni lokalizaciji AQP4 v celični membrani (Potokar in sod., 2013a). V 
eni od hipotez smo predvidevali, da se bo tudi mobilnost mešičkov z AQP4b in AQP4d 
spremenila v hipoosmotskih razmerah, česar pa nismo potrdili. Mobilnost mešičkov z 
AQP4b in AQP4d se ni bistveno spremenila v hipoosmotskih razmerah (Slika 15), kar 
sovpada tudi z našimi opažanji glede majhnega prerazporejanja omenjenih izooblik na 
znotrajceličnih predelkih. V izoosmotskih razmerah smo izmerili, da so hitrosti mešičkov z 
AQP4b in AQP4d okrog 0,08 µm/s, medtem ko imajo mešički z AQP4e nekoliko nižjo 
hitrost, okrog 0,06 µm/s (Potokar in sod., 2013a). Lastnosti mobilnosti mešičkov z AQP4e 
v spontanih razmerah odražajo podobnost z mobilnostjo endosomalnih mešičkov in 
mešičkov, ki so v razgradni poti (Potokar in sod., 2013a). Mešički z AQP4b in AQP4d pa 
so glede na izmerjeno hitrost podobni reciklirajočim mešičkom z glutamatnim prenašalcem 
VGLUT1 (Potokar in sod., 2013b). 
 
Poleg transporta mešičkov, ki transportirajo AQP4 do celične membrane, lahko na 
uravnavanje prehajanja vode skozi celične membrane posredno vplivajo tudi strukturne in 
mehanske lastnosti membrane. Te so določene z različno vsebnostjo holesterola in 
strukturo fosfolipidov (Tong in sod., 2012; Tong in sod., 2016). Z raziskavami na 
proteoliposomih so ugotovili, da je bilo prehajanje vode skozi AQP4 manjše v 
proteoliposomih, ki so vsebovali holesterol (Tong in sod., 2012). Za astrocite je značilno, 
da vsebujejo visok delež holesterola (Gotow, 1984; Liu in sod., 2010). V doktorski 
disertaciji smo prvič potrdili prisotnost AQP4 v lipidnih splavih v podganjih astrocitih 
(Slika 16, Slika 17). Ugotovili smo, da so se AQP4 v povprečju nahajali v večjih lipidnih 
splavih, katerih površina je znašala okrog 0,136 µm2. Poleg tega smo v lipidnih splavih 
zaznali predvsem večje ortogonalne skupke s površino okrog 0,056 µm2. Na podlagi teh 
rezultatov lahko sklepamo, da imajo tudi v astrocitih lipidni splavi najverjetneje 
pomembno vlogo pri uravnavanju aktivnosti AQP4. 
 
Poznavanje mehanizmov uravnavanja transporta vode v astrocitih je še posebej pomembno 
z vidika patologij v osrednjem živčevju, ki povzročijo motnje v osmotskem ravnovesju in 
privedejo do možganskega edema (Papadopoulos in sod., 2004; Saadoun in Papadopoulos, 
2010). Prehajanje vode skozi celične membrane se lahko uravnava s fosforilacijo AQP 
(Yamamoto in sod., 2001; McCoy in sod., 2010), s spreminjanjem gostote AQP4 v celični 
membrani, pri čemer je pomembno udeležen celični transport (Potokar in sod., 2013a), in z 
izražanjem različnih izooblik AQP4 (Silberstein in sod., 2004), kot smo pokazali tudi v 
doktorski disertaciji. Domneva se, da imajo tudi lipidni splavi v celičnih membranah vlogo 
pri uravnavanju aktivnosti AQP4 (Tong in sod., 2012, 2016). Tako se poraja ideja, da bi 
lahko z vplivanjem na delež holesterola v membranah uravnavali prehajanje vode v celice 
v patofizioloških stanjih, kot je možganski edem. V tem pogledu je posebej zanimiv 
anestetik ketamin, saj ima različne nevrofarmakološke učinke. Deluje protivnetno, kot 
analgetik in antidepresiv (Zanos in sod., 2018), znan pa je tudi njegov vpliv na znižanje 
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holesterola v krvi (Zhang in sod., 2015) in v možganih (Wen in sod., 2015). V doktorski 
disertaciji smo potrdili tudi vpliv ketamina na strukturo celične membrane astrocitov. V 
skladu z literaturo (Gotow, 1984; Liu in sod., 2010) so imeli astrociti največji delež 
holesterolnih domen v celični membrani v primerjavi s fibroblasti in celicami PC12 (Slika 
18–Slika 20), kar kaže na to, da imajo astrociti pomembno vlogo pri produkciji holesterola 
v osrednjem živčevju. Že pri relativno kratki izpostavitvi (30 minut) ketamina smo opazili 
vidno spremembo v strukturi celične membrane, in sicer je prišlo do povečanja deleža 
holesterolnih domen v membrani. Takšen vpliv ketamina je bil specifičen le za astrocite, 
saj v fibroblastih in celicah PC12 ni imel takšnega učinka (Slika 21A). Je pa povzročil 
povečanje holesterolnih domen v fibroblastih, ampak šele po izpostavitvi 25 µM ketamina 
(Slika 21B). Glede na omenjene rezultate in na dejstvo, da smo v holesterolnih domenah 
izmerili večje skupke AQP4, bi pričakovali, da ketamin poveča prepustnost astrocitov za 
vodo. Povečana prepustnost za vodo, kot smo jo izmerili v astrocitih, ki so prekomerno 
izražale AQP4e, je imela za posledico manjše nabrekanje celic (Slika 4). Morebitno manjše 
nabrekanje astrocitov, ki so bili izpostavljeni ketaminu, bi bilo potrebno preveriti v 
nadaljnih raziskavah. Predvsem bi bilo potrebno preveriti, ali se prisotnost večjih skupkov 
AQP4 v holesterolnih domenah ohrani tudi po stimulaciji s ketaminom in kako omenjena 
stimulacija vpliva na samo nabrekanje celic. 
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6 SKLEPI 
 
V doktorski disertaciji smo raziskali vpliv izražanja izooblik AQP4b, AQP4d in AQP4e na 
uravnavanje celičnega volumna osamljenih podganjih astrocitov v hipoosmotskih 
razmerah, s katerimi smo posnemali razmere pri nastanku možganskega edema. Preučili 
smo lokalizacijo AQP4b in AQP4d v znotrajceličnih predelkih in vpliv hipoosmotskih 
razmer na prerazporejanje AQP4b in AQP4d ter na transport mešičkov z AQP4b in 
AQP4d. Poleg tega nas je zanimalo, ali AQP4b in AQP4d vplivata na spreminjanje 
volumna znotrajceličnih kompartmentov v hipoosmotskih razmerah. Zadnje raziskave so 
pokazale vlogo lipidnih splavov pri uravnavanju aktivnosti AQP4. V disertaciji smo 
preverili, ali se AQP4 nahaja znotraj holesterolnih domen v celični membrani astrocitov in 
vpliv ketamina na prerazporejanje holesterolnih domen v celični membrani. Naše 
ugotovitve so povzete v naslednjih točkah: 
 
 Potrdili smo hipotezo, da ima AQP4e vpliv na spremembo volumna astrocitov v 
hipoosmotskih razmerah. AQP4e ima pomembno vlogo pri nabrekanju in 
uravnavanem zmanjšanju celičnega volumna (RVD) v podganjih astrocitih. 
 
 Le delno smo potrdili hipotezo, da izoobliki AQP4b in AQP4d ne vplivata na 
spremembo volumna astrocitov v hipoosmotskih razmerah. To velja za izoobliko 
AQP4b. Za izoobliko AQP4d pa se je izkazalo, da ima posreden vpliv na 
nabrekanje celic, ki je znatno manjši v primerjavi z vplivom AQP4e, medtem ko na 
mehanizem RVD nima vpliva. 
 
 Izražanje AQP4b in AQP4d povzroči zmanjšanje gostote ortogonalnih skupkov v 
celičnih membranah astrocitov, hkrati pa izražanje AQP4d povzroči povečanje 
ortogonalnih skupkov, kar kaže na možnost posrednega vpliva AQP4b in predvsem 
AQP4d na uravnavanje celičnega volumna astrocitov. 
 
 Izražanje AQP4e povzroči povečanje gostote ortogonalnih skupkov v celični 
membrani astrocitov. Poleg tega ima AQP4e vlogo pri reorganizaciji in nastajanju 
novih ortogonalnih skupkov v hipoosmotskih razmerah. 
 
 Največji delež AQP4b in AQP4d je bil izmerjen v zgodnjih endosomih, malo 
manjši v Golgijevem aparatu in najmanjši v lizosomih. 
 
 Ovrgli smo del hipoteze, da se razporeditev AQP4b in AQP4d na znotrajceličnih 
predelkih spremeni v hipoosmotskih razmerah. Prisotnost omenjenih izooblik 
AQP4 se namreč na Golgijevem aparatu in v lizosomih ni spremenila. Delež obeh 
izooblik pa se je, po izpostavitvi hipoosmotskim razmeram v danem časovnem 
okvirju, povečal v zgodnjih endosomih. 
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 Pri do 10-minutni izpostavitvi hipoosmotskim razmeram AQP4b in AQP4d nimata 
vloge pri spreminjanju volumna Golgijevega aparata in lizosomov. Pokazal pa se je 
vpliv AQP4b na povečanje zgodnjih endosomov po daljši izpostavitvi 
hipoosmotskim razmeram. Potrebne so nadaljnje raziskave, s katerimi bi preverili, 
če je omenjeno povečanje posledica vdiranja vode ali zlivanja znotrajceličnih 
predelkov. 
 
 Ovrgli smo hipotezo, da hipoosmotske razmere vplivajo na mobilnost mešičkov z 
AQP4b in AQP4d. Hitrosti mešičkov z AQP4b in AQP4d se v opazovanem 
časovnem oknu v hipoosmotskih razmerah niso bistveno spremenile. 
 
 Potrdili smo prisotnost AQP4 v lipidnih splavih v celični membrani podganjih 
astrocitov. 
 
 Ketamin ima že pri relativno kratki izpostavitvi (30 minut) opazne učinke na 
gostoto holesterolnih domen v celični membrani. V celični membrani astrocitov je 
povzročil povečanje deleža lipidnih splavov, v fibroblastih pa povečanje površine 
lipidnih splavov. 
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7 POVZETEK 
 
7.1 POVZETEK 
 
Vzdrževanje ionskega in osmotskega ravnotežja je pomembno za nemoteno delovanje 
možganov. Astrociti, najštevilčnejše celice glije v možganih, se na spremembe v 
zunajcelični osmolarnosti odzovejo s hitrimi spremembami celičnega volumna. Ob znižani 
zunajcelični osmolarnosti začnejo hitro nabrekati, čemur sledi mehanizem uravnavanega 
zmanjšanja volumna (RVD), ki vodi v normaliziranje celičnega volumna. Pri nabrekanju in 
sprožitvi mehanizma RVD so v astrocitih pomembno udeleženi vodni kanali – akvaporini 
4 (AQP4). AQP so transmembranske beljakovine, ki omogočajo hiter transport vode skozi 
celične membrane. V astrocitih so odkrili šest izooblik AQP4: AQP4a-f. Za najbolj 
raziskani izoobliki AQP4a in AQP4c, ki se nahajata v celični membrani astrocitov, je 
dokazana vloga v uravnavanju celičnega volumna v mišjih astrocitih. Vloga ostalih 
izooblik v astrocitih še ni docela pojasnjena. Znano pa je, da je AQP4e prisoten v celični 
membrani, v kateri se vgradi tudi v ortogonalne skupke (OAP, strukture sestavljene iz 
AQP4 v celični membrani), medtem ko sta AQP4b in AQP4d predvsem znotrajcelični 
izoobliki. V doktorski disertaciji smo raziskali lokalizacijo in vpliv izražanja izooblik 
AQP4b, AQP4d in AQP4e na uravnavanje celičnega volumna podganjih astrocitov v 
hipoosmotskih razmerah. V astrocite smo vnesli plazmidne DNA, ki so kodirale AQP4b-
EGFP, AQP4d-EGFP in AQP4e-EGFP. Kontrolne celice so izražale le nativne izooblike 
AQP4. Spremembe celičnega volumna smo merili s pomočjo barvila sulforodamin 101, ki 
ga privzemajo astrociti. Celice, ki so izražale AQP4e, so v primerjavi s kontrolnimi 
celicami v hipoosmotskih razmerah nabrekale hitreje, a v manjšem obsegu in z 
učinkovitejšim normaliziranjem celičnega volumna. AQP4e ima torej pomembno vlogo pri 
nabrekanju in uravnavanju celičnega volumna astrocitov. Izražanje AQP4d je v celicah 
povzročilo hitrejše nabrekanje v hipoosmotskih razmerah. Vpliv AQP4d na nabrekanje 
celic je bil znatno manjši kot v primeru AQP4e, poleg tega pa se je izkazalo, da AQP4d ne 
vpliva na mehanizem RVD. Celicam, ki so izražale AQP4b, se v hipoosmotskih razmerah 
celični volumen ni bistveno spreminjal v primerjavi s kontrolnimi celicami. Kot kažejo 
rezultati, AQP4b nima večje vloge v uravnavanju celičnega volumna astrocitov pri do 10-
minutni izpostavljenosti hipoosmotskim razmeram. Nato smo preverili, ali izražanje 
AQP4b in AQP4d vpliva na pojavnost in velikost OAP-jev v celični membrani astrocitov. 
Izražanje AQP4b in AQP4d je vplivalo na gostoto OAP-jev v celični membrani astrocitov, 
in sicer se je ta zmanjšala. Poleg tega so imele celice, ki so izražale AQP4d, večje OAP-je. 
To kaže na možnost posrednega vpliva AQP4b in AQP4d na uravnavanje celičnega 
volumna astrocitov, najverjetneje pri daljši izpostavljenosti hipoosmotskim razmeram (več 
kot 10 minut). V hipoosmotskih razmerah se gostota in velikost OAP-jev v celicah, ki so 
izražale AQP4b in AQP4d, niso spremenile v danem časovnem okvirju. Izražanje AQP4e 
je vplivalo na povečanje gostote OAP-jev v celični membrani astrocitov. V hipoosmotskih 
razmerah pa se je gostota OAP-jev prehodno zmanjšala, medtem ko se njihova velikost ni 
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spremenila. Kot kaže, ima AQP4e vlogo tudi pri reorganizaciji in nastajanju novih OAP-
jev. Celice, ki so izražale izooblike AQP4b, AQP4d in AQP4e, so se različno odzivale na 
hipoosmotske razmere, kar je tudi posledica različne celične razporeditve. Preverili smo, 
ali se v hipoosmotskih razmerah spremeni znotrajcelična lokalizacija AQP4b in AQP4d ter 
ali ti dve izoobliki vplivata na spreminjanje volumna znotrajceličnih kompartmentov. 
Največ AQP4b in AQP4d je bilo lokaliziranega v zgodnjih endosomih, najmanj pa v 
lizosomih. Hipoosmotske razmere so imele vpliv na prerazporeditev AQP4b in AQP4d le v 
zgodnjih endosomih, v katerih se je povečal delež obeh izooblik. Samo AQP4b je vplival 
na povečanje zgodnjih endosomov, ki predstavljajo zgodnje stopnje endocitoze, in sicer po 
daljši izpostavitvi hipoosmotskim razmeram, vendar ta mehanizem še ni pojasnjen. Pri 
znotrajcelični razporeditvi AQP4b in AQP4d ima lahko pomembno vlogo transport 
mešičkov, ki transportirajo AQP4b in AQP4d. Hipoosmotske razmere niso vplivale na 
hitrost mešičkov z AQP4b in AQP4d in s tem povezanim znotrajceličnim 
prerazporejanjem AQP4b in AQP4d. Znanje o mehanizmu uravnavanja transporta vode v 
astrocitih je še posebej pomembno z vidika patologij v osrednjem živčevju, ki povzročijo 
motnje v osmotskem ravnovesju in privedejo do možganskega edema. Zadnje raziskave so 
pokazale vlogo lipidnih splavov pri uravnavanju aktivnosti AQP4. Z uporabo označevalca 
mCherry-D4, ki se veže na holesterolne domene, smo potrdili prisotnost AQP4 v lipidnih 
splavih. Tako se poraja ideja, da bi lahko z vplivanjem na delež holesterola v membranah, 
uravnavali prehajanje vode v celice v patofizioloških stanjih, ki privedejo do možganskega 
edema. Preverili smo, ali bi ketamin lahko vplival na prerazporejanje holesterolnih domen 
v celični membrani glede na to, da je znan njegov vpliv na znižanje holesterola v krvi in 
možganih. Ketamin je imel že pri 30-minutni izpostavitvi merljive učinke na 
prerazporejanje holesterolnih domen v celični membrani. V celični membrani astrocitov je 
povzročil povečanje deleža lipidnih splavov, v fibroblastih pa povečanje površin lipidnih 
splavov. Dokazali smo vpliv ketamina na domene z visoko vsebnostjo holesterola v celični 
membrani. Ali bi se lahko s ketaminom preko vpliva na strukturo celične membrane 
astrocitov uravnaval transport vode v astrocitih, bo potrebno podrobneje raziskati v 
nadaljnih raziskavah. 
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7.2 SUMMARY 
 
Proper functioning of the brain is dependent on the regulation of ionic and osmotic 
gradients. Astrocytes, the most numerous glial cells in the brain, respond to changes in 
extracellular osmolarity with rapid changes in volume. At reduced extracellular osmolarity 
they start swelling rapidly, followed by the mechanism of regulatory volume decrease 
(RVD), leading to the normalization of cell volume. Aquaporin 4 (AQP4) is essential for 
swelling as well as for RVD in astrocytes. AQPs are transmembrane proteins that allow 
faster water transport through the plasma membrane. Six isoforms (AQP4a-f) were 
discovered in astrocytes. The most studied isoforms, AQP4a and AQP4c, are present in the 
plasma membrane and have an important role in the regulation of cell volume in mouse 
astrocytes. The role of other isoforms in astrocytes has not yet been fully explained. 
However, it is known that AQP4e is present in the plasma membrane, in which it is also 
incorporated into orthogonal arrays of particles (OAPs; structures composed of AQP4 in 
the plasma membrane), while AQP4b and AQP4d are predominantly intracellular 
isoforms. We investigated the localization and the role of the expression of the AQP4b, 
AQP4d and AQP4e isoforms on the regulation of the cell volume of rat astrocytes in 
hypoosmotic conditions. Astrocytes were transfected with plasmid DNAs encoding 
AQP4b-EGFP, AQP4d-EGFP and AQP4e-EGFP. Control cells were expressing only 
native AQP4. Changes in cell volume were measured by sulforhodamine 101 dye. Cells 
overexpressing AQP4e swelled faster, but less, and had a better recovery of cell volume in 
the RVD phase compared with control cells in hypoosmotic conditions. The results showed 
that AQP4e plays an important role in the swelling and cell volume regulation of 
astrocytes. Cells overexpressing AQP4d swelled faster than control cells in hypoosmotic 
conditions. Compared to AQP4e, AQP4d had a significantly smaller effect on cell swelling 
and did not affect RVD. Cell volume of cells overexpressing AQP4b did not change 
significantly compared to controls in hypoosmotic conditions. So AQP4b had no direct 
role in cell volume regulation of astrocytes in hypoosmotic conditions in the timeframe of 
10 minutes. Next, we examined whether the overexpression of AQP4b and AQP4d affects 
the density and size of OAPs in the plasma membrane of astrocytes. Overexpression of 
AQP4b and AQP4d resulted in a decrease in the density of OAPs in the plasma membrane, 
and at the same time, overexpression of AQP4d resulted in an increase in the OAPs size. 
These results indicate a possibility of an indirect effect of AQP4b and AQP4d on the cell 
volume regulation of astrocytes, most likely at a prolonged exposure to hypoosmotic 
conditions (longer than 10 minutes). The density and size of OAPs in cells overexpressing 
AQP4b and AQP4d did not change in hypoosmotic conditions in the given timeframe. 
However, overexpression of AQP4e affects the density of OAPs in the plasma membrane 
of astrocytes, namely it increased. In hypoosomotic conditions, the density of OAPs 
transiently decreased, while their size did not change. It turned out that only AQP4e has 
the role in a reorganization and formation of new OAPs in hypoosmotic conditions. Cells 
overexpressing AQP4b, AQP4d, and AQP4e responded differently to hypoosmotic 
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conditions, which is also due to a different cellular distribution. We examined whether the 
intracellular localization of AQP4b and AQP4d changes in hypoosmotic conditions, and 
whether these two isoforms affect the volume of intracellular compartments. AQP4b and 
AQP4d were mostly localized in early endosomes, and the least in lysosomes. 
Hypoosmotic conditions had an impact on the distribution of AQP4b and AQP4d only in 
early endosomes, where the percentage of both isoforms increased. AQP4b and AQP4d 
have no role in changing the volume of the Golgi apparatus and lysosomes within a 
10-minute exposure to hypoosmotic conditions. However, the increase in the size of early 
endosomes, observed in AQP4b transfected cells, has been demonstrated after a prolonged 
exposure to hypoosmotic conditions. The mechanisem of this increase remains to be 
elucidated. Vesicle transport of AQP4b and AQP4d can also play an important role in the 
intracellular redistribution of AQP4b and AQP4d. The results showed that hypoosmotic 
conditions did not affect the speed of the vesicle mobility of AQP4b and AQP4d-laden 
vesicles and the related intracellular re-allocation of AQP4b and AQP4d. Knowing the 
mechanisms of water transport regulation in astrocytes is particularly important in terms of 
pathologies of the central nervous system, which are causing disturbances in the osmotic 
balance and leading to cerebral edema. Recent studies have shown the role of lipid rafts in 
the regulation of AQP4 activity. Using the mCherry-D4 marker, which binds to cholesterol 
domains, we confirmed the presence of AQP4 in lipid rafts. These results lead to the idea 
that we could regulate water transport into cells in the pathophysiological conditions (such 
as cerebral edema) by influencing the cholesterol level in the plasma membranes. We 
tested whether ketamine could influence the redistribution of cholesterol domains in the 
plasma membrane, as we know about his influence on reducing cholesterol level in the 
blood and the brain. Ketamine had measurable effects on the redistribution of cholesterol 
domains in the plasma membrane already at a 30-minute exposure. Ketamine caused an 
increase in the density of lipid rafts in the plasma membrane of astrocytes, and the increase 
in size of lipid rafts in fibroblasts. We have confirmed that ketamine affects the high 
cholesterol-containing domains in the plasma membrane. Further researchers will be 
needed to investigate whether it would be possible to control the water transport in 
astrocytes by ketamine through the influence on the structure of the plasma membrane. 
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